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1.1 Deutsche Zusammenfassung 
Bisher gab es nur wenige Möglichkeiten, die pulmonale Gefäßstrombahn in vivo direkt 
zu beobachten. Die direkte intravitalmikroskopische Untersuchung der Lunge gestalte-
te sich schwierig und eignete sich nicht für wiederholte Untersuchungen über mehrere 
Tage. 
Uns interessierte deshalb, in der Rückenhautkammer der Maus ein Modell mit ektop 
transplantiertem Lungengewebe zu entwickeln, dieses zu charakterisieren und in die-
sem das Homing von endothelialen Vorläuferzellen nach einem akuten Gewebescha-
den zu studieren.  
Rückenhautkammern eignen sich zur intravitalen Mikroskopie der Mikrozirkulation und 
zur Analyse der Neovaskularisierung z.B. von Granulationsgewebe oder Gewebeimp-
lantaten. 
Entsprechend haben wir C57BL/6-Mäusen eine Rückenhautkammer implantiert und 3 
Tage nach Implantation der Rückenhautkammern 3-4 syngene, subpleurale Lungenpa-
renchymwürfel oder je 1-2 autologe Endometrium- und syngene Lungenstücke in die 
Kammer transplantiert. In den folgenden 14 Tagen führten wir unter Narkose und nach 
intravenöser Gabe von Fluoreszenzfarbstoffen intravitale Fluoreszenzmikroskopien 
durch und ermittelten durch computerassistierte Offline-Analyse die hämodynamischen 
Parameter wie Gefäßdurchmesser und Flussgeschwindigkeiten der Lungen-, Endo-
metrium- und Kammergefäße. 
Am Tag 3 nach Transplantation fanden sich erste Zeichen der Neoangiogenese in 
Form von sinusoidal erweiterten Gefäßschläuchen am Transplantatrand mit sehr lang-
samem Blutfluss, perifokalem Ödem und einer Einblutungstendenz. Bis zum Tag 10 
fand eine vollständige Revaskularisierung des Lungentransplantates durch Anschluss 
an das Gefäßsystem des Empfängergewebes statt. Diese bestand aus einem zuneh-
mend dichten Netzwerk neu gebildeter Mikrogefäße mit irregulären Durchmessern, 
einer chaotischen Angio-Architektur und einem deutlich erhöhtem Blutfluss. In den En-
dometrium-Transplantaten fanden sich dagegen ein deutlich niedrigerer Blutfluss und 
eine glomerulumartig strukturierte Angio-Architektur. Es schien zu einem Anschluss 
des pulmonalen Gefäßbettes an die Gefäße der Rückenhautmuskulatur zu kommen. 
Zur Überprüfung, ob die Gefäße des ektopen Lungengewebes Eigenschaften der pul-
monalen Gefäßstrombahn annehmen bzw. erhalten haben, wurden mittels intravitaler 
Fluoreszenzmikroskopie die Durchmesser der Mikrogefäße des Kammergewebes so-
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wie der neu gebildeten Gefäße des Transplantates unter verschiedenen inspiratori-
schen Sauerstofffraktionen untersucht. 
Es zeigte sich eine reproduzierbare Vasokonstriktion der Lungenarteriolen unter Hypo-
xie mit Reversibilität unter Normoxie bzw. Hyperoxie, während die Muskel- und Endo-
metriumarteriolen unter Hypoxie dilatierten und unter Hyperoxie konstringierten. Die 
Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Lungentransplantate die organspezifischen 
hypoxisch-vasokonstriktorischen Eigenschaften der pulmonalen Strombahn auch nach 
Revaskularisierung in der Rückenhautkammer besitzen.  
Um einen akuten Lungenschaden zu imitieren, wurden in einer weiteren Versuchsreihe 
bei Nacktmäusen mit revaskularisiertem Lungengewebe mit einem Druckstempel der 
Blutfluss zu einem der ektopen Lungenstücke für ein oder zwei Stunden unterbrochen. 
Der ischämische Schaden konnte charakterisiert werden, indem vor der Schadensset-
zung, während der Ischämie, direkt nach der Reperfusion sowie 3 und 24 Stunden 
nach Reperfusion dieselben Gefäßabschnitte intravital mikroskopiert und der Blutfluss 
und die Gefäßdurchmesser beurteilt wurden.  
In einer letzten Versuchsreihe wurde erneut das Ischämie-Reperfusionsmodell an 
Nacktmäusen verwandt und eine Stunde nach Reperfusion 4x106 fluoreszenzmarkierte 
(SP-DilC18(3)) endotheliale Progenitorzellen teilweise von der Ratte und zum Teil vom 
Menschen in die Vena jugularis injiziert. Direkt danach, 3 Stunden und 1-14 Tage spä-
ter wurden die endothelialen Progenitorzellen (EPC) und die Kapillaren der Lungenstü-
cke und der Kammer intravitalmikroskopisch dargestellt.  
Der Ischämie-Reperfusionsschaden führte zu einer Schädigung des Gewebes mit Ö-
dem. Die EPC fanden sich 24 Stunden nach Verabreichung hauptsächlich im ektopen 
Lungegewebe wieder. Dabei befanden sich im geschädigten Lungengewebe signifikant 
mehr EPC als in den nicht geschädigten Lungenwürfeln. 
Aus den gewonnenen Ergebnissen geht hervor, dass das vorliegende in vivo Modell 
zur Transplantation ektopen Lungengewebes dafür geeignet ist, die pulmonale Mikro-
zirkulation über einen Zeitraum von mehreren Tagen in vivo quantitativ zu analysieren. 
Der deutlich erhöhte Blutfluss im Lungentransplantat im Vergleich zum Mikrogefäßsys-
tem des Hautmuskels des Empfängertieres oder von Endometrium lässt darauf schlie-
ßen, dass das Gefäßsystem des Transplantats über eine vom Gefäßsystem der Emp-
fängermuskulatur unabhängige Vasoregulation entsprechend dem metabolischen Be-
darf oder der spezifischen Organfunktion verfügt. 
Darüber hinaus eignet sich das vorgestellte Modell dafür, intravitalmikroskopisch das 
Homing von extrakorporal expandierten endothelialen Progenitorzellen zu studieren. 
Es kann daher zukünftig für weitere Studien zur Charakterisierung des Homing von 
EPC unter verschiedenen Ausgangssituationen genutzt werden. 
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1.2 Summary: Transplantation of lung tissue into the skinfold chamber 
of the mouse: Characterization and homing of endothelial progenitor cells 
So far, there have been only a few opportunities to observe the pulmonary vasculature 
directly in vivo. Direct intravital microscopic examination of the lungs turned out to be 
difficult and was not suitable for repeated investigations over several days.  
Therefore, we were interested in developing a skinfold chamber model on the mouse 
with ectopic transplanted lung tissue, to typify the lung tissue inside the skinfold cham-
ber and to study the homing of endothelial progenitor cells after acute tissue damage 
with this model.  
Dorsal skinfold chambers are suitable for intravital microscopy of the microcirculation 
and for the analysis of neovascularization as of granulation tissue or tissue implants. 
Accordingly, we implanted within C57BL/6-mice a dorsal skinfold chamber, and 3 days 
after implantation of the chamber, we transplanted 3-4 syngeneic subpleural pieces of 
lung tissue or each1-2 autologous Endometrium tissues and syngeneic lung tissues in 
the chamber. In the next 14 days we performed, under anesthesia and after administer-
ing intravenous fluorescent dyes, intravital fluorescence microscopy. We determined by 
computer-assisted offline-analysis the hemodynamic parameters such as vessel di-
ameter and flow velocities of the lung-, the endometrium- and chamber vessels. 
On day 3 after transplantation, the first signs of neoangiogenesis were found in form of 
sinusoidal vascular tubes on the edge of the graft with very slow blood flow, perifocal 
edema and a tendency to hemorrhage. By day 10 a complete revascularization of the 
lung transplant took place with a connection to the vascular system of the recipient 
tissue. This consisted of an increasingly dense network of newly formed microvessels 
with irregular diameters, a chaotic Angio-Architecture and significantly increased blood 
flow. The endometrium grafts contained, however, a significantly lower blood flow and 
a structured glomerulus-like vessel architecture. There seemed to develop a port from 
the pulmonary vascular bed to the vessels of the skinfold muscles.  
To check whether the vessels of the ectopic lung tissue adopted the properties of the 
pulmonary vasculature, we investigated by intravital fluorescence microscopy the di-
ameters of the microvessels of the tissue chamber and the newly formed vessels of the 
graft under different inspiratory oxygen fractions.  
There was a reproducible vasoconstriction of the areteriolars of the lung tissue 
throughout hypoxia with reversibility under normoxia or hyperoxia, while the arteriolars 
of the muscle and the Endometrium tissue dilated during hypoxia and constricted in 
hyperoxia. The results indicated that the lung grafts keep their organ-specific hypoxic-
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vasoconstricton properties of the pulmonary vascular system after revascularization in 
the dorsal skinfold chamber.  
To mimic an acute lung injury, we used another series of experiments in nude mice 
with revascularized lung tissue and interrupted the blood flow to one of the ectopic lung 
pieces with a pressure plunger for one hour or two. The ischemic damage was charac-
terized by intravitally microscoping the same vessel sections and assessing the blood 
flow and vessel diameters directly before putting on the ischemia, during ischemia, 
immediately after reperfusion, and 3 and 24 hours after reperfusion. 
In a last series of experiments, we again used our ischemia-reperfusion model in nude 
mice and injected 4x106 fluorescently labeled (SP-DilC18 (3)) endothelial progenitor 
cells of the rat or a human into the jugular vein one hour after reperfusion. The endo-
thelial progenitor cells (EPC), the capillaries of the lung tissue and of the chamber 
could then been shown through intravital microscopy right after injection, 3 hours, and 
1-14 days later. 
Ischemia-reperfusion injury resulted in damage of the tissue with edema. 24 hours after 
administration the EPC were mainly found in the ectopic lung tissue. At the same time, 
there were significantly more EPC located in the damaged lung tissue than in the non-
damaged lung cubes.  
The obtained results indicate that the present model of in vivo transplantation of ectopic 
lung tissue is suitable for quantitative in vivo analyzes of the pulmonary microcirculation 
over a period of several days. The significantly increased blood flow in the lung trans-
plant as compared to the blood flow of the microvasculature of the skin muscle of the 
recipient animal or to the blood flow of the endometrium suggests that the vascular 
system of the graft has a vasoregulation, which is independent from the vascular sys-
tem of the recipient and seems to be according to the metabolic needs or the specific 
organ function.  
In addition, the proposed model is suitable for intravital microscopy to study the homing 
of endothelial progenitor cells expanded outside the body. It could, therefore, be used 
for further studies to characterize the homing of EPC in different situations in the future. 
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2 Einleitung 
2.1 In-Vivo Mikroskopie - Intravitale Fluoreszenzmikroskopie 
Es existieren zwei Methoden, mit denen man ein in vivo-Bild der Mikrozirkulation dar-
stellen kann. Auf der einen Seite gibt es die Transilluminationstechnik, bei der das Un-
tersuchungsgewebe maximal eine Schichtdicke von 300µm haben kann. Diese Bedin-
gung ist gewährleistet bei Mesenterium (Zweifach, 1954), Omentum (Intaglietta, Tomp-
kins, & Richardson, 1970) und Kremastermuskel (Prewitt & Johnson, 1976a). Auf der 
anderen Seite besteht die Epi-Illuminationstechnik, die aufgrund fluoreszierender Mar-
ker und spezifischer Färbungen funktioniert. Diese Methode kann bei soliden Organen, 
wie Herz (Huwer et al., 1998) und Leber (Menger, Marzi, & Messmer, 1991) angewandt 
werden.  
Inzwischen ist es durch die intravitale Mikroskopie möglich, bei fast allen Organen die 
Mikrozirkulation und Hämodynamik sichtbar zu machen und zu erforschen. Exempel 
dafür stellen Gehirn (Kawamura et al., 1990), Herz (Huwer et al., 2001), Lunge 
(Schneider, Foitzik, Kahrau, Podufal, & Buhr, 2001), Leber (Vollmar, Siegmund, & 
Menger, 1998), Milz (McCuskey & McCuskey, 1977), Pankreas (Menger, Bonkhoff, & 
Vollmar, 1996), Pankreasinseln (Vollmar et al., 1999), Magen (Menger, 1994), Dick- 
und Dünndarm (Gonzalez, Sepulveda, Massberg, Baumeister, & Menger, 1994; Mass-
berg, Eisenmenger, Enders, Krombach, & Messmer, 1998; Riaz et al., 2002), Harnbla-
se (Bajory, Hutter, Krombach, & Messmer, 2002), Knochen (Albrektsson & Albrekts-
son, 1978), Periost (Rucker, Roesken, Vollmar, & Menger, 1998), Muskel (Tyml & 
Budreau, 1991), Subcutis (Rucker, Strobel, Vollmar, Roesken, & Menger, 2000) und 
Haut (Barker et al., 1989) dar. 
Mithilfe dieses Verfahrens ist es möglich, die spezifischen Strukturen der mikrovaskulä-
ren Netzwerke mit den Arteriolen, Kapillaren, postkapillären Venolen und den Sammel-
venolen zu erforschen. Ferner können mit Hilfe der Intravitalmikroskopie hämodynami-
sche Parameter, wie beispielsweise die Erythrozytengeschwindigkeit, Gefäßdurchmes-
ser, der mikrovaskuläre Blutfluss und die Abscherkräfte an der Gefäßwand gemessen 
werden. (Menger, Laschke, & Vollmar, 2006). Eine Limitation dieser Methode ist, dass 
hier lediglich Momentaufnahmen gemacht werden können. Angiogenese stellt aber 
einen Verlauf dar, der Tage bis hin zu Wochen dauern kann. Um die verschiedenen 
Entwicklungsstufen der Gefäßbildung in vivo zeigen zu können, müsste man folglich 
mehrfach chirurgisch und damit auch traumatisch eingreifen. Diese Traumata wieder-
um regen die Inflammation und auch die Angiogenese an (Fiebig, Ley, & Arfors, 1991b; 
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Thaler et al., 2005; Greene et al., 2005) und beeinflussen auf diese Weise die Untersu-
chung der angiogenetischen Reize, die mit den verschiedenen Krankheitsstadien auf-
treten. 
Es besteht neben z.B. Konjunktiva, Nasenschleimhaut und Sklera ein ideales Organ, 
was sich hier anders verhält: Haut ist ohne vorherige Operation erreichbar und kann 
daher, ohne die angiogenen Stimuli zu beeinflussen, mit diesem Verfahren wiederholt 
analysiert werden (Barker et al., 1989; Vollmar et al., 1998). Die Schwachstelle an Haut 
ist jedoch, dass sie für die intravitale Mikroskopie nicht die einwandfreie Transparenz 
mitbringt und dieselbe von der Pigmentierung und dem Alter abhängt. 
Um nun all die genannten Einschränkungen zu umgehen, kann man von dem Rücken-
hautkammermodell für die Intravitalmikroskopie Gebrauch machen. Für dieses Modell 
muss man zwar einmalig die Kammer chirurgisch präparieren, um Subcutis, Muskel 
und Epidermis zu entfernen, danach ist jedoch lediglich eine Erholungsphase von 48-
72 Stunden erforderlich und dann befindet sich die Mikrozirkulation im Normalzustand. 
Die Rückenhautkammer verkörpert den perfekten durchsichtigen Raum, der immer 
wieder intravital mikroskopiert werden kann, und kann als Empfängergewebe für Im-
plantationsversuche verwendet werden (Menger et al., 2006).  
2.2 In vivo-Mikroskopie im Respirationstrakt 
2.2.1 Trachea  
Die Intravitalmikroskopie ermöglicht es, viele Informationen über die Gefäßreaktionen 
in den Luftwegen zu gewinnen. Es wurde eine Versuchsreihe entwickelt, bei der die 
Reaktionen der Mikrogefäße von den Luftwegen auf vasokonstriktorische und dilatato-
rische Reize untersucht wurden (Corboz, Ballard, Boyette, & Taylor, 1995; Corboz, 
Ballard, Inglis, & Taylor, 1996; Corboz, Ballard, Inglis, & Taylor, 1997). In diesem Mo-
dell werden die Mikrogefäße der adventitialen Oberfläche der Trachea von narkotisier-
ten Ratten bildgebend dargestellt. Dazu wird einer Ratte in die linke Femoralaterie und 
-vene ein Katheter gelegt, um den arteriellen Blutdruck und die Blutgase zu messen 
und die Narkosemedikamente zu verabreichen. Die Ratte wird auf dem Rücken liegend 
fixiert und die Trachea frei präpariert. Mit der Epi-Illuminationstechnik können die tra-
chealen Blutgefäße unter dem Mikroskop in situ demonstriert werden. Das Tier ist da-
bei beatmet, um die Blutgase im physiologischen Bereich zu halten, und die Körper-
temperatur wird konstant auf 37°C gehalten. Als Qua litätsmerkmale der Präparation 
gelten dabei ein mittlerer arterieller Blutdruck von mindestens 80mmHg, ein Blut pH-
Wert von 7.35-7.45 und die Absenz von sichtbaren trachealen Blutungen. Die tracheale 
Zirkulation vieler Spezies ist durch verschiedene Mucosa- und Adventitia-Plexus be-
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stimmt (Widdicombe, 1993a; Widdicombe, 1993b). Die Rattentrachea ist hingegen aus-
reichend dünn, so dass eine solche Unterteilung nicht besteht (Corboz et al., 1995). 
Der Vorteil an der Untersuchung von trachealen adventitialen Gefäßen ist der, dass die 
Trachea nicht reseziert werden muss, was zur Bildung einer Entzündung und eines 
Ödems führen würde (Nordin, Kallskog, Lindholm, & Wolgast, 1978). Das adventitiale 
Gefäßnetz der Rattentrachea besitzt nicht die gleiche Organisation wie z.B. Mesenteri-
um, Skelettmuskel und Herz (Corboz et al., 1995). Die Fläche oberhalb der Knorpel ist 
relativ avaskulär im Gegensatz zu den Knorpelzwischenräumen, die eine sehr hohe 
Gefäßdichte aufweisen. In diesem Bereich sind Venolen wesentlich häufiger zu finden 
als Arteriolen. Arteriolen haben einen ungefähren Durchmesser von 10-50 µm und sind 
charakteristisch für einen schnellen Blutfluss von den großen Gefäßen in die stetig 
kleiner werdenden Gefäße. Die Venolen jedoch formen ausgedehnte Netzwerke und 
variieren in der Größe von 10 µm Durchmesser bei den postkapillaren Venolen bis zu 
60-100µm Durchmesser bei den Sammelvenen. Venolen können anhand des relativ 
trägen Blutflusses identifiziert werden, der von den kleinen verzweigten Venolen in die 
immer größer werdenden Gefäße fließt. Gelegentlich kann man hängende Leukozyten 
in den Venolen beobachten, jedoch niemals in den Arteriolen.  
Sobald ein Gefäß zur genaueren Untersuchung ausgewählt worden ist, wird es über 
eine Zeitspanne von 20 Minuten beobachtet. Danach können vasokonstriktorische 
Substanzen hinzugegeben werden, um ihren Effekt auf den Gefäßdurchmesser nach 
einer ausreichenden Reaktionszeit zu ermitteln. So sieht man eine Durchmesserverän-
derung als Reaktion auf unterschiedliche Konzentrationen des α-adrenergen Rezeptor-
Agonisten Norepinephrin in der Gegenwart von Propranolol von 13-27µm bei den tra-
chealen Arteriolen, 35-59µm bei den mittleren Venolen und 61-96µm bei den großen 
Sammelvenen. Aus diesen Daten können dann Konzentrations-Wirkungs-Kurven der 
konstriktorischen Effekte von Norepinephrin in der Gegenwart von Propranolol kon-
struiert werden. Prazosin, ein selektiver α1-adrenerger Rezeptor-Antagonist, verursacht 
eine Rechtsverschiebung in der Kurve.  
Dieses System kann ebenfalls für die Evaluierung von Vasodilatatoren zu Rate gezo-
gen werden. Um jedoch sicher eine Reaktion messen zu können, ist es in der Regel 
nötig, zunächst einen Vasokonstriktor wirken zu lassen. Aufgrund der Tatsache, dass 
α1-adrenerge Rezeptoren keine Vasokonstriktion bei Gefäßen mit einem Durchmesser 
unter 25µm vermitteln (Corboz et al., 1995), ist Phenylephrin als effektive Präkonstrik-
tor Substanz vorzuziehen.  
Mit diesem Versuchsprotokoll kann die Verteilung von funktionalen adrenergen Rezep-
tor-Subtypen in der trachealen Mikrozirkulation von Ratten ausgemacht werden 
(Corboz et al., 1995; Corboz et al., 1996). А1-adrenerge Rezeptoren verursachen eine 
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Vasokonstriktion an allen Gefäßen, außer an den kleinen Venolen, wo sich vermutlich 
α2-adrenerge Rezeptoren befinden. Außerdem kann beobachtet werden, dass β1-
adrenerge Rezeptoren hauptsächlich in den Sammelvenen und β2-adrenerge Rezepto-
ren überwiegend in Arteriolen vorkommen (Corboz et al., 1996). Beide dieser Rezep-
tor-Subtypen vermitteln eine Dilatation der Gefäße. Aus Studien ist ersichtlich, dass 
basal freigesetztes Stickstoffoxid einen beträchtlichen vasodilatatorischen Einfluss auf 
tracheale Mikrogefäße hat (Smith, Prazma, Coleman, Drake, & Boucher, 1993; Corboz 
et al., 1997).  
Mit dieser beschriebenen Untersuchungstechnik ist es möglich, die Aktionen an den 
Gefäßen genau zu lokalisieren, im Gegensatz zu vorhergehenden Studien, die sich auf 
das Messen von Druck und Fluss in großen Tracheal- und Bronchialarterien be-
schränkten. Weiterhin könnte man mit dieser Technik die Kinetik der Leukozyten und 
deren Rolle bei der Inflammation der Luftwege studieren.  
Ein Kritikpunkt an dieser Technik ist der operative Vorgang, der nötig ist, um die Tra-
chea frei zu legen, was dazu führt, dass Neuropeptide wie Substanz P und Calcitonin 
gene-related Peptid frei gesetzt werden (Salonen, Webber, & Widdicombe, 1988). Die-
se Substanzen sind entzündungsfördernd, rufen eine Vasodilatation und eine Zunahme 
der Gefäßpermeabilität in den Luftwegen hervor (McDonald, 1988).  
Grundsätzlich ist die hier beschriebene Technik folglich sowohl zur Untersuchung der 
in vivo Aktivität von Vasodilatatoren und Vasokonstriktoren als auch zur Messung von 
mikrovaskulärem Blutdruck geeignet.  
2.2.2 In-situ - Lungengewebe  
Es liegt eine Studie vor, die ein neues Modell zur intravitalen Mikroskopie der Lungen-
mikrozirkulation bei geschlossenem Thorax in situ zeigt (Tabuchi, Mertens, Kuppe, 
Pries, & Kuebler, 2008). Hierbei ein rundes Fenster in der rechten Brustwand in 
BALB/c-Mäusen präpariert, das mit einer transparenten Polyvinyl-Membran und α-
Cyanacrylat dicht verschlossen wurde. Die intrathorakale Luft wurde entfernt und der 
physiologische intrapleurale Unterdruck von -5mmHg rekonstruiert. Mit der Epi-
Illuminationstechnik konnten die mit FITC dargestellten Gefäße sichtbar gemacht, auf-
genommen und später offline ausgewertet werden. In jedem Fenster waren 4-5 Arterio-
len und 2-3 Venolen sichtbar. Als Antwort auf eine 10 minütige Hypoxie konstringierten 
sich die mittelgroßen Arteriolen um ca. 6%, während die kleinen Arteriolen und Veno-
len eine geringere oder keine Konstriktion zeigten.  
Bei einer weiteren Studie wurden an anästhesierten Kaninchen intakte parietale pleura-
le Fenster eingesetzt. Zunächst wurde dazu eine Tracheotomie mit Einführung einer 
Trachealkanüle durchgeführt, die das spontane Atmen und Ventilation bei Bedarf er-
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leichterte. Während der gesamten chirurgischen Präparation atmete das Tier spontan. 
Vor der Mikropunktion wurde die spontane Beatmung durch Paralyse unterbrochen. Es 
wurde durch die intakte parietale und viscerale Pleura hindurch mikropunktiert, was 
eine nichtinvasive Art darstellt, den hydraulischen Druck in den oberflächlichen Lun-
genmikrogefäßen und dem Interstitium mit minimaler Verzerrung zu messen. Diese 
Methode verhinderte das Öffnen der Pleuraräume und die Re-Expansion der kollabier-
ten Lunge bei positivem Alveolardruck. Durch die Besonderheit bei Kaninchen, bei de-
nen die Pleuraräume anatomisch separiert sind, erlaubt die Präparation des intakten 
Pleurafensters eine Mikropunktion des Interstitiums und den Mikrogefäßen unter Intakt-
lassen der Lungen-Brust-Wand. Die beiden Lungen sind in eigenständigen Pleurasä-
cken, wodurch es möglich ist, das Herz zu erreichen, die Pulmonalvene und das linke 
Atrium zu katheterisieren ohne dass die Lungen kollabieren. Ein Katheter in der Caroti-
sarterie war ein Zugang für weitere Anästhetika, zur Blutgewinnung für arterielle Blut-
gasanalysen und zur kontinuierlichen Messung des arteriellen Blutdrucks. Ein weiterer 
Katheter in der Jugularvene diente dem kontinuierlichen Messen des zentralen Venen-
drucks sowie dem Zufügen von Infusionsflüssigkeiten und Medikamenten. Zur Präpara-
tion des Lungenfensters wurden die Interkostalmuskeln auf einer Seite der Brust ent-
fernt und das Pleuralfenster durch ein Stereomikroskop hergestellt. Die endothorakale 
Faszie wurde ca. 0.2-0.3cm2 groß ausgeschnitten, wobei nur die sehr dünne parietale 
Pleura intakt blieb. Diese Pleura war so transparent, dass sie eine klare Sicht auf die 
anatomischen Strukturen der Lungenoberfläche zuließ. Diese finale Phase erforderte 
viele Konzentration, um eine Ruptur des sehr dünnen Mesothels zu verhindern, die zu 
einem Pneumothorax geführt hätte. In einen Interkostalraum konnten 2-3 Fenster plat-
ziert werden. Die Dicke des parietalen und visceralen Mesothels und der Pleuraflüssig-
keit machten es unmöglich, Arteriolen und Venolen anhand ihrer Blutflussrichtung zu 
identifizieren. Durch Injektion von Färbeflüssigkeit (0.5ml Lissamingrün oder Evans-
blau) in die Pulmonalarterie erkannte man Arteriolen dadurch, dass der Farbstoff von 
den größeren in die kleineren Gefäße floss, und Venolen daran, dass der Farbstoff von 
den kleineren zu den größeren Gefäßen floss (Negrini D., 1998).  
Die Mikropunktionstechnik hat zum Ziel, neue Einsichten in die Mechanismen der Filt-
ration und Absorption von Flüssigkeit in diesen komplexen interstitiellen Systemen zu 
erlangen. Die Fensterpräparation erlaubt, den interstitiellen Lungendruck von physiolo-
gischen Konditionen bis hin zum Lungenödem zu messen (Miserocchi, Negrini, Del 
Fabbro, & Venturoli, 1993; Negrini, Passi, de Luca, & Miserocchi, 1996). Das hier be-
schriebene Pleuralfenster stellt eine Verbesserung in der Lungenforschung dar, da hier 
zum ersten Mal der Lungenflüssigkeitsaustausch zwischen den Mikrogefäßen und dem 
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umgebenden interstitiellen Raum in physiologischen Bedingungen beschrieben wird 
(Negrini D., 1998). 
2.2.3 Ektopes Lungengewebe  
Zuerst waren die Leukozyteninteraktionen nur in der systemischen Blutzirkulation ge-
nau bekannt, jedoch nicht in der Lungenzirkulation. Man wusste sehr wenig über die 
Mechanismen der Leukozyten-Endothel-Interaktionen in entzündeten Blutgefäßen der 
Lungenzirkulation. Bisherige Betrachtungen durch das Mikroskop von den Leukozyten-
Endothel-Interaktionen waren durch die rhythmischen Bewegungen der Lunge wäh-
rend der kardiorespiratorischen Zyklen sehr erschwert. Bis dahin war das thorakale 
Fenster das einzige Modell, um die Lungengefäße bildlich darzustellen (Sikora et al., 
2003). Ein Rückenhautkammermodell der Maus beschäftigte sich mit den Leukozyten-
aktionen innerhalb der Lungengefäße, wobei man die Leukozyten in den revaskulari-
sierten Lungengefäßen durch die Intravitalmikroskopie beobachten konnte (Sikora et 
al., 2003). Zum Kammerbau wurden dazu Titanrahmen auf die Rückenhaut implantiert, 
die wie in einem Sandwich dazwischen lag. Eine Hautschicht wurde rund mit einem 
Durchmesser von 15mm ausgeschnitten. Der nun frei liegende Hautmuskel auf der 
Subcutanhaut und der Epidermis wurde mit einem Plexiglas abgedeckt, das einge-
schlossen im Titanrahmen lag. Die Mäuse hatten dann 2-3 Tage zur Regeneration, bis 
das Deckglas abgenommen wurde, um bis zu drei Lungenallografte vorsichtig auf die 
oberste Gewebeschicht zu platzieren. Für das Lungengewebe wurden BALC/c-Mäuse 
als Spender verwendet. Die Lungenstücke waren Gewebswürfel aus der Peripherie der 
Lunge und wurden für 30 Minuten in sterile Hank´s Pufferlösung mit 5-(und 6)-(((4-
Chloromethyl)benzoyl)amino) Tetramethylrhodamine 1mg/ml, so dass sie für 2-3 Tage 
fluoreszierend waren (Sikora et al., 2003). Die Lungengewebestücke in der Rücken-
hautkammer wurden über einen Zeitraum  von 2 Wochen regelmäßig intravital mikro-
skopiert, wozu die Mäuse in einem Plexiglasröhrchen fixiert wurden und FITC-Dextran 
i.v. injiziert bekamen, was zur Darstellung der Gefäße nötig war. 9-14 Tage nach der 
Lungentransplantation wurde den Mäusen das Deckglas kurzzeitig entfernt und auf die 
Lungenallografte Endothelin-1 geträufelt, um den vasokonstriktorischen Effekt auf die 
Gefäße zu messen. Anderen Mäusen wurde ebenfalls an Tag 9-14 die Lungentrans-
plantate mit TNF-α beträufelt, um die Reaktion auf die Leukozyten-Endothel-
Interaktionen zu untersuchen (Sikora et al., 2003). An Tag 14 nach der Lungentrans-
plantation wurden Gewebeschnitte sowohl aus den Lungenallograften als auch aus der 
Rückenhautkammer geschnitten und in 10% Formalin über Nacht fixiert. Repräsentati-
ve Lungenschnitte wurden in Paraffin eingebettet und zu 3-5µm dicken Schnitten ver-
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arbeitet. Mit Hilfe von HE-Färbung konnte die Lungenzellarchitektur sichtbar gemacht 
und die verschiedenen Strukturen identifiziert werden (Sikora et al., 2003).  
Die intravital mikroskopierten Bilder wurden auf VHS-Kassetten gespeichert und offline 
ausgewertet. An dem Tag, an dem die Lungenstücke in die Rückenhautkammer trans-
plantiert wurden, sprich Tag 0, waren die Stücke als glatt begrenzte Stücke sichtbar 
und es war kein vaskuläres Netzwerk vorhanden. Von Tag 1-3 war kein Blutfluss fest-
stellbar, der Farbstoff war lediglich in den Gefäßen des Emfpängergewebes am Fluo-
reszieren, was einen normalen Blutfluss indizierte. Tag 4-6 zeigte sich ein stärker wer-
dender Blutfluss, wobei ca. 50% der Lungenallografte bereits revaskularisiert waren. 
Bis Tag 9 zeigte sich, dass alle Gefäße revaskularisiert waren, ohne dass dabei 
Thrombosen in den Gefäßen zu sehen waren. Anhand der Blutflussrichtung war deut-
lich zu erkennen, dass das revaskularisierte Gefäßnetz aus verschiedenen Arteriolen, 
Kapillaren und postkapillaren Venolen bestand. Durch Verbindungen mit den Empfän-
gergefäßen sicherte das Lungenallograft seinen Blutfluss. Bereits an Tag 3 war zu se-
hen, wie sich die peripheren Blutgefäße des Lungenstückes in das Empfängergewebe 
ausstreckten (Sikora et al., 2003).  
Bei den histologischen HE-Schnitten von Tag 14 waren Strukturen eines typischen 
Lungengewebes auszumachen. Im Gegensatz zu herkömmlichem Kammergewebe 
war das Lungengewebe dadurch charakterisiert, dass neben einer Pulmonalarterie 
Bronchi mit bronchoepithelialen Zellen und herausragenden Zilien zu sehen waren. Es 
ergab sich ein klares Muster der arteriellen und venösen Blutversorgung (Sikora et al., 
2003). Der durchschnittliche Arteriolendurchmesser war 22.7±7.8µm, während er bei 
Venolen 26.4±13.1µm betrug. FITC-markierte Erythrozyten, die in die Schwanzvene 
appliziert wurden, flossen durch das gesamte Gefäßnetzwerk, ohne an irgendeiner 
Stelle auszutreten. Das Lungenallograft reagierte auf externe Stimuli. So führte ET-1 
zu einer sofortigen signifikanten Vasokonstriktion aller Blutgefäße (Sikora et al., 2003). 
Dieser Effekt hielt für 45 Minuten an. Die Stimulation des Lungengewebes mit TNF-α 
führte zu einer signifikanten Zunahme von Leukozyten-Rolling und Adhäsion in den 
Venolen, verglichen mit der Kontrollflüssigkeit. Ohne die Zugabe von Zytokin-
Stimulatoren wurden nur vereinzelte Leukozyten gesehen, die entweder Rollers waren 
oder sich an die Gefäßwand anhefteten. Innerhalb der Lungenkapillaren waren die 
Leukozyten deformiert, innerhalb der Arteriolen jedoch nicht. Daher ist davon auszuge-
hen, dass die Leukozyten sich erst beim Übertritt von den Arteriolen in das kapillare 
Gefäßbett deformierten. Elektronenmikroskopische Untersuchungen haben gezeigt, 
dass die Leukozyten sich aufgrund ihrer zu mächtigen Größe im Vergleich zum 
Durchmesser der Kapillaren lang strecken (Doerschuk, Beyers, Coxson, Wiggs, & 
Hogg, 1993). Ihre Möglichkeit der Deformierung bewahrt die Leukozyten davor, in dem 
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kapillaren Gefäßbett hängen zu bleiben (Hanger, Wagner, Jr., Janke, Lloyd, Jr., & Ca-
pen, 1993).  
Das hier beschriebene Modell hat im Gegensatz zum Thoraxfenster im Kaninchen ei-
nige Vorteile. So besteht zum Beispiel die Möglichkeit, die Leukozyten in der Lungen-
zirkulation direkt und repetitiv beobachten zu können, was nicht durch die respiratori-
schen Bewegungen der Lunge limitiert wird. Ein Nachteil an dem Modell ist, dass die 
Lungenallografte hier stets oxygeniertes Blut unter dem Systemdruck bekommen und 
nicht wie in der normalen Lunge von der Pulmonalarterie im Niederdrucksystem ge-
speist werden. 
2.3 Rückenhautkammermodelle: Eine kurze Übersicht  
Das Rückenhautkammermodell hat in den letzten Jahren viele Veränderungen durch-
laufen. Es hat sich als ein sehr nützliches Modell zur Analyse der Mikrozirkulation so-
wohl unter physiologischen als auch unter pathologischen Bedingungen durchgesetzt. 
Durch die Präparation der Rückenhautkammer liegen die terminalen Arteriolen, Kapilla-
ren, postkapillaren Venolen und Sammelvenolen gut sichtbar auf dem quergestreiften 
Skelettmuskel frei. Durch intravitale Fluoreszenzmikroskopie kann dann die gesamte 
Mikrozirkulation bildlich dargestellt werden und ihre mikrodynamischen Parameter kön-
nen quantitativ ausgewertet werden. Diese Resultate sind mit denen aus anderen Mik-
rozirkulationsmodellen vergleichbar (Burton & Johnson, 1972; Endrich, Asaishi, Gotz, & 
Messmer, 1980).  
In den letzten Jahrzehnten wurden zur in vivo-Analyse der Mikrozirkulation hauptsäch-
lich „Akut-Modelle“ genutzt. Diese wurden am Mesenterium (Zweifach, 1954; Zweifach, 
1973), am Omentum (Intaglietta et al., 1970) der Katze, am Cremastermuskel der Rat-
te (Prewitt & Johnson, 1976b) oder an der Backentasche des Hamsters (Duling, 1973) 
verwendet. Der Vorteil an dieser Technik ist, dass diese Gewebe zur intravital-
mikroskopischen Untersuchung leicht zugänglich sind und transilluminierbar sind. Auf 
diese Weise ist die Analyse der Hämodynamik leicht durchführbar. Der Nachteil aller-
dings ist das frische chirurgische Trauma, das aber eine notwendige Grundlage für 
solch eine akute Präparation ist (Fiebig, Ley, & Arfors, 1991a). Eine weitere Beein-
trächtigung ist die sehr kurze und einmalige Beobachtungszeit von wenigen Stunden. 
Durch die Entwicklung der Rückenhautkammer entstand ein chronisches Mikrozirkula-
tionsmodell, mit dem wiederholte Messungen ohne großes chirurgisches Trauma mög-
lich wurden. Nach der Präparation der Kammer hat das Versuchstier 2-3 Tage Zeit zur 
Erholung, bis das Transplantat durch kurzzeitiges Entfernen des Deckglases in die 
Kammer implantiert wird. Danach kann die Mikrozirkulation ohne weiteres Trauma an 
verschiedenen Untersuchungstagen analysiert werden.  
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Das erste Modell mit einer transparenten Kammer wurde von Sandison 1924 an einem 
Kaninchenohr entwickelt, mit dem erstmalig eine längerfristige intravitalmikroskopische 
Untersuchung von Gewebewachstum möglich war (Sandison J.C., 1924; Sandison 
J.C., 1928). Dieses Modell wurde dann in den darauf folgenden Jahren stetig modifi-
ziert, um die Implantation zu vereinfachen und die Bildqualität zu verbessern (Clark 
E.R., Kirby-Smith H.A.T, Rex R.O., & Williams R.G., 1930; Arfors, Jonsson, & McKen-
zie, 1970). Ein großer Nachteil an diesem primären Modell war, dass das untersuchte 
Gewebe hauptsächlich aus Granulationsgewebe mit ausgebildeter Neovaskularisation 
bestand, das im Rahmen des Wundheilungsprozesses entstand. Die Analyse der Mik-
rozirkulation war daher mit diesem ersten Modell nicht möglich. Ziel der Weiterentwick-
lung des Kammermodells sollte es daher sein, ein natürlich vorkommendes Körperge-
webe zu verwenden, dessen Gefäße nicht durch die Implantation oder durch das 
Kammermaterial an sich beeinträchtigt wird. Dieses Endziel konnte mit den Präparatio-
nen von subcutanem Gewebe nach Yamura et al. (Yamura, Suzuki, & Sato, 1971) 
1971 und Papenfuss et al. 1979 (Papenfuss, Gross, Intaglietta, & Treese, 1979) an der 
Rückenhautfalte von Ratten neu erreicht werden. Eine Rückenhautkammer mit Darstel-
lung des Musculus cutaneus maximus zur Analyse des mikrovaskulären Netzwerkes 
wurde an Ratten (Hobbs, Chusilp, Hua, Kincaid-Smith, & McIver, 1976), Hamstern 
(Endrich et al., 1980) und Mäusen (Lehr, Leunig, Menger, Nolte, & Messmer, 1993) 
verwendet. Diese Kammern konnten über einen Zeitraum von 3-4 Wochen intravital 
mikroskopiert werden, ohne dass sich Granulationsgewebe bildete oder Angiogenese 
produziert wurde (Lehr, 1993).  
Durch kurzzeitiges Entfernen des Deckglases der Rückenhautkammer konnten in die 
Kammer unterschiedliche Gewebearten leicht implantiert werden und deren Neovasku-
larisierung untersucht werden. Demzufolge eignet sich dieses Modell speziell auch für 
Studien zur Angiogenese (Asaishi, Endrich, Gotz, & Messmer, 1981; Endrich, Ham-
mersen, Gotz, & Messmer, 1982; Reinhold & Endrich, 1986). Dies spielt besonders auf 
dem Gebiet der Tumorforschung eine wichtige Rolle, da hier insbesondere die Mecha-
nismen, die zur Neovaskularisation führen, von Interesse sind. Denn Tumorwachstum 
und Metastasierung sind nur dann möglich, wenn eine hinreichende Blutversorgung zur 
Verfügung steht (Folkman, 1990; Macchiarini, Fontanini, Hardin, Squartini, & Angeletti, 
1992; Weidner, Semple, Welch, & Folkman, 1991; Weidner, Carroll, Flax, Blumenfeld, 
& Folkman, 1993). Demgemäß stützen sich neue Behandlungsstrategien in der Tumor-
therapie auf anti-angiogenetische Mechanismen (Abels, Szeimies, Steinbach, Richert, 
& Goetz, 1997; Ma, Lou, Zhang, & Xu, 2000; Zhang, Volpert, Shi, & Bouck, 2000; Liu et 
al., 2001; Pahernik, Langer, Botzlar, Dellian, & Goetz, 2001). 
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2.4 Angiogenese und Vaskulogenese: Definitionen, Bedeutung beim er-
wachsenen Tier  
Eine wesentliche Voraussetzung für die Entstehung  und das Wachstum von Gewebe 
ist die Angiogenese, die Bildung von neuen Blutgefäßen aus bereits existenten Gefä-
ßen (FOLKMAN & KLAGSBRUN, 1987). Dabei proliferieren die Endothelzellen und migrie-
ren zum angiogenetischen Stimulus hin. Sie differenzieren sich und bilden mikrozirku-
latorische Gefäßnetzwerke aus Arteriolen, Kapillaren und Venolen (Hudlicka O., 1984). 
Im ausgereiften Gewebe spielt die Angiogenese für viele pathologische Vorgänge wie 
Tumorwachstum (Folkman, 1985; Folkman, 1995b), Wundheilung (Polverini, Cotran, 
Gimbrone, Jr., & Unanue, 1977; Greenburg & Hunt, 1978; Banda, Knighton, Hunt, & 
Werb, 1982; Dvorak, 1986) und Entzündung (Jones et al., 1999) eine wichtige Rolle. 
Dagegen ist die Angiogenese in gesundem Gewebe des Erwachsenen sehr selten, 
weswegen man den Zellen des Gefäßendothels eine niedrige Mitoserate zuschreibt 
(Denekamp J., 1984; Hudlicka O., 1984). 
2.4.1 Definitionen  
Die heute übliche Terminologie der Angiogenese teilt in Vaskulogenese, Angiogenese 
und Arteriogenese ein.  
Vaskulogenese bedeutet die de novo-Gefäßbildung (Pardanaud, Altmann, Kitos, Die-
terlen-Lievre, & Buck, 1987; Risau & Flamme, 1995; Poole & Coffin, 1989), während 
Angiogenese für die Bildung von neuen Blutgefäßen aus zuvor bestehenden Gefäßen 
steht. Es nimmt im Erwachsenenleben eine wichtige Rolle ein und fungiert als Repara-
turmechanismus von geschädigtem Gewebe. Unter Arteriogenese versteht man die 
Entstehung eines natürlichen Bypass nach einer Stenose. Dabei proliferieren Arteriolen 
hinzu Arterien. Der Vorgang wird durch Dilatation des Gefäßlumens, die Anlagerung 
von Myozyten und Hypertrophie des Gefäßendothels ermöglicht (Martin, Wiggs, Lee, & 
Hogg, 1987a; Scholz, Cai, & Schaper, 2001).  
Bereits während der Embryogenese existiert ein Gefäßplexus, der den Embryo mit 
Nährstoffen und Sauerstoff versorgt. An diesen Gefäßen vollziehen sich die Abläufe 
der Angiogenese: Das Endothel proliferiert, sprosst aus und stülpt sich ein. Bis vor ei-
nigen Jahren war man der Überzeugung, dass beim Erwachsenen die Angiogenese 
von ausdifferenzierten Zellen ausgeht. Aktuelle Studien legen jedoch nahe, dass auch 
während der adulten Angiogenese endotheliale Vorläuferzellen, Mesangioblasten oder 
mulitpotente, adulte Hämangioblasten eine Rolle spielen (Carmeliet, 2003). 
Die Angiogenese wird durch metabolische Nachfrage und mechanische Belastungen 
(z.B. Stress durch Scherkräfte) gesteuert. Die Vaskulogenese hingegen entsteht zu 
einer Zeit, in der der Embryo noch durch Diffusion ausreichend versorgt werden kann 
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(Folkman & Shing, 1992; Risau, 1997). Es handelt sich bei der Vaskulogenese um 
einmalige Stoffwechselvorgänge. 
2.4.2 Angioblasten  
Angioblasten migrieren viel und sind invasive „prävaskuläre“ endotheliale Zellen, die 
die Form mesenchymaler Zellen haben (Noden D.M., 1991). Sie spielen eine wichtige 
Rolle bei der Vaskularisierung des Kopfmesenchyms (Noden D.M., 1991), bei angio-
genetischen Prozessen des embryonalen ZNS (Kurz, Gartner, Eggli, & Christ, 1996), 
der Extremitäten (Feinberg & Noden, 1991) und des Koronarplexus des Herzens 
(Bogers, Gittenberger-de Groot, Poelmann, Peault, & Huysmans, 1989; Mikawa & 
Fischman, 1992). Angioblasten sind pluripotente Zellen, das heißt sie können zu unter-
schiedlichem Gewebe differenzieren, z. B. zu Endocard und extraembryonalen Gefä-
ßen (Coffin & Poole, 1991). Bisher konnte nicht mit Sicherheit bestimmt werden, ob 
Angioblasten nur in der Embryogenese oder auch noch im Erwachsenenalter entste-
hen. 
Während der Embryonalentwicklung beginnt die Vaskulogenese mit der Bildung von 
Blutinseln aus dem extraembryonalen Mesoderm des Dottersackes. Blutinseln sind 
Ansammlungen von Epitheloidzellen, wobei sich die Äußeren zu Angioblasten und die 
Inneren zu primitiven Zellen der Hämatopoese weiter entwickeln. Aufgrund der Tatsa-
che, dass sich sowohl Blutzellen als auch Endothelzellen aus den Blutinseln entwi-
ckeln, wird vermutet, dass sie von einer gemeinsamen Population embryonaler Vorläu-
ferzellen, den Hämangioblasten, entstammen (His W., 1900; Murray, 1932; Sabin F.R., 
1917). Die Tatsache, dass Endothelzellen, und zumindest ein Teil der hämatopoeti-
schen Zellen, eine Menge gleicher Oberflächenstrukturen haben, erhärtet diesen Ver-
dacht (Baumhueter, Dybdal, Kyle, & Lasky, 1994; DeLisser, Newman, & Albelda, 1994; 
Kabrun et al., 1997; Labastie, Poole, Peault, & Le Douarin, 1986; McGann, Silver, 
Liesveld, & Palis, 1997; McNagny et al., 1997; Pardanaud et al., 1987; Wood, May, 
Healy, Enver, & Morriss-Kay, 1997; Yano et al., 1997). 
Der extraembryonale Gefäßplexus wird durch ein Zusammenwachsen von Angi-
oblasten benachbarter Blutinseln gebildet. Die Angioblasten sind dabei an der intesti-
nalen Pforte und an den Außenkanten der Somiten, wo sich die Herzschläuche bilden 
und zur dorsalen Aorta und den großen Gefäßen der Körpers entwickeln (Coffin et al., 
1991). Anders als die extraembryonalen Angioblasten stammen die intraembryonalen 
Zellen aus dem Mesoderm und werden nicht von hämatopoetischen Zellen begleitet 
(Dieterlen-Lievre, 1987).  
Angioblasten sind im Embryo sehr zahlreich vertreten. In nur wenigen Geweben wie 
zum Beispiel Knorpel und Epithel kommen sie nicht vor (Noden D.M., 1991; Pardanaud 
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et al., 1987). Die Organe, die aus dem Endoderm entsprungen sind, haben ein auto-
chthones Kontingent an Angioblasten, wohingegen die Organe, die aus dem soma-
topleuralem Mesenchym kommen, wie zum Beispiel die Extremitäten, mit den Angi-
oblasten aus dem Rumpf versorgt werden (Pardanaud & Dieterlen-Lievre, 1995). Man 
vermutet, dass dies an einem Mangel an Angioblasten im somatopleuralem Mesoderm 
liegt. Es ist weiterhin unklar, ob die Angioblasten schon vor der Entstehung des jeweili-
gen Organs im Mesoderm vorhanden sind oder sich auch später noch aus pluripoten-
ten Mesenchymzellen entwickeln können.  
Risau nahm 1995 an, dass die Angioblasten, sobald sie in ein Gefäß eingebaut wer-
den, temporär ihre migratorischen Eigenschaften verlieren und zu den eher „sesshaf-
ten“ Endothelzellen differenzieren. Er war der Meinung, dass, wenn Angiogenese sti-
muliert werde, dieser Vorgang reversibel sei. Die Angioblasten würden sich von der 
Gefäßwand trennen und einen neuen Gefäßspross bilden oder zurück ins Gewebe 
migrieren. 
Über die Unterschiede zwischen angiogenetischen und vaskulogenetischen Angi-
oblasten ist noch Vieles unsicher. Risau vermutete 1995, dass die Differenzierungsfä-
higkeit der Endothelzellen mit dem Alter nachlasse (Risau, 1995). 
2.4.3 Tumor Angiogenese  
Mithilfe der modifizierten Rückenhautkammer konnten bisher bei ganz verschiedenen 
Tumoren, wie zum Beispiel beim Melanom (Endrich et al., 1980), Adenocarcinom des 
Kolon (Leunig et al., 1992), Rhabdomyosarkom (Borgstrom, Hillan, Sriramarao, & Fer-
rara, 1996), Nierenzellcarcinom (Heuser, Ringert, Zoeller, & Hemmerlein, 2003), Pank-
reastumor (Guba et al., 2005) und beim hochgradigen Gliom (Vajkoczy, Schilling, Ull-
rich, Schmiedek, & Menger, 1998) die Angiogenese und die Vaskularisation untersucht 
werden (Menger et al., 2006).  
Bei stark vaskularisierten Tumoren in der Rückenhautkammer der Maus beobachtet 
man an Tag 2-4 nach Zellimplantation erste Anzeichen der Angiogenese, wie z. B. Di-
latation der Gefäße und verschlungene Verlängerungen der Kammergefäße mit aus-
sprossenden Mikrogefäßen (Vajkoczy et al., 1998; Vajkoczy et al., 1999). Die neu ent-
standenen Mikrogefäße verzweigen sich miteinander und formen so komplexe Gefäß-
netzwerke. Die Mikrogefäße sind im Durchmesser sehr heterogen und haben eine 
chaotische Netzwerkstruktur (Leunig et al., 1992), sind jedoch von Anfang an mit E-
rythrozyten perfundiert. Bis Tag 10 ist die Tumormasse komplett vaskularisiert und 
beginnt von nun an stetig zu wachsen (Vajkoczy, Ullrich, & Menger, 2000). Während 
der Größenzunahme in der zweiten bis dritten Woche verändert sich die Mikrovaskula-
tur durch eine hohe angiogenetische Aktivität in der Peripherie des Tumors und eine 
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niedrige Aktivität im Zentrum des Tumors (Vajkoczy et al., 1998; Vajkoczy et al., 1999). 
Der Vorgang der Tumorangiogenese besteht aus drei Phasen: Erstens der avaskulä-
ren Phase (Tag 0-6), die durch eine initiale Tumorangiogenese, ausgehend von den 
Kammergefäßen, charakterisiert ist; zweitens der frühen Phase der Tumorvaskularisa-
tion (Tag 6-14) mit Entwicklung der Tumormikrozirkulation und folglich dem Beginn des 
Tumorwachstums; drittens der fortgeschrittenen Phase der Tumorvaskularisation (Tag 
14-22), mit beibehaltener hoher peritumoraler angiogenetischer Aktivität, aber mikro-
vaskulärem Umgestalten innerhalb des voll entwickelten Tumors (Vajkoczy et al., 
2000). 
Durch das Bestimmen der Mikrogefäßdichte, die die Länge der neu gebildeten Gefäße 
pro Tumorfläche verkörpert, kann die Tumorneovaskularisation quantifiziert werden 
(Leunig et al., 1992). Aufgrund der Tatsache, dass nicht alle von den neu gebildeten 
Gefäßen mit Erythrozyten perfundiert sind, und weil es wichtig ist, mehr über den nutri-
tiven Blutfluss und Tumormetabolismus zu erfahren, bestimmt man außerdem die funk-
tionale Kapillardichte. Diese stellt die Länge der perfundierten Blutgefäße pro Tumor-
fläche dar(Vajkoczy et al., 2000). Der Vorteil an der Kammertechnik in Kombination mit 
der intravital mikroskopischen Analyse besteht darin, dass sowohl Angiogenese als 
auch Mikrozirkulation über eine Zeitspanne untersucht werden können. Dies ist von 
besonderem Interesse, da die Mikrozirkulation im starken Ausmaß die Tumoroxygenie-
rung, den Metabolismus (Helmlinger, Yuan, Dellian, & Jain, 1997; Alexandrakis et al., 
2004), die Medikamentenzufuhr (Jain, 1998), die Zell-Zell und Zell-Matrix Interaktionen 
(Vajkoczy et al., 2002) und die Immunzellinvasion (Melder et al., 1996) beeinflusst. 
Ferner kann außer der Angiogenese (Jain, 2001), die Mikrozirkulation als zusätzliche 
Zielscheibe für therapeutische Tumordestruktion benutzt werden, wie dies durch die 
mikrovaskuläre Thrombusbildung in Pankreastumoren nach mTOR-Inhibitor-
Behandlung gezeigt werden konnte (Guba et al., 2005). 
2.4.4 Angiogenese In Endometriose 
Man geht davon aus, dass Angiogenese für die Entwicklung und Progression der En-
dometriose ein wichtiger Faktor ist. Über diesen Mechanismus weiß man bisher nur 
sehr wenig. Endometriose kann durch das Implantieren von Endometrium in die Rü-
ckenhautkammer simuliert werden, wodurch eine quantitative Analyse der Angiogene-
se und Neovaskularisation mit Hilfe der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie ermöglicht 
wird (Laschke, Elitzsch, Vollmar, & Menger, 2005). Diese Studien zeigen, dass die 
kombinierte Inhibition von vascular endothelial growth factor (VEGF), fibroblast growth 
factor und plateled derived growth factor wirkungsvoll die Angiogenese und die Gefäß-
reifung der Endometriose unterdrücken. Die alleinige Inhibition von VEGF führt nicht zu 
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diesem Ergebnis (Laschke, Elitzsch, Vollmar, Vajkoczy, & Menger, 2006). Mithilfe die-
ses Modells können eventuell weiterführende Studien imstande sein, die Effekte von 
anderen anti-angiogenetischen Medikamenten auf die Bildung neuer Gefäße zu erläu-
tern (Menger et al., 2006). 
2.4.5 Angiogenese in Ischämie und Hypoxie 
Man vermutet, dass bei der chronischen Ischämie Angiogenese der einzige Ausweg 
aus dem hypoxischen Zustand ist. Um die Konditionen einer chronischen Ischämie 
innerhalb der Rückenhautkammer zu mimen, können die zuführenden Arteriolen legiert 
werden (Menger, Hammersen, Barker, Feifel, & Messmer, 1988). Diese Prozedur ist 
jedoch sehr komplex, da innerhalb des subkutanen Gewebes multiple Kollateralverbin-
dungen sind. Bei einer Modifikation dieser Technik (Harder, Amon, Erni, & Menger, 
2004) wird im Kammermodell der Maus ein vaskularisierter gestielter Gewebelappen 
benutzt, der am distalen Teil aufgrund eines Mangels an nutritiven Blutfluss nekrotisch 
wird. Um den Lappen anzuheben, müssen sowohl die A. iliaca als auch die A. thoraci-
ca lateralis durchtrennt werden. Nachdem das angehobene Gewebe bis zur Rückseite 
des hinteren Teils vom Titaniumrahmen gespannt ist, werden die Seitenteile des Ge-
webelappens mit dem umgebenden Gewebe innerhalb der Kammer vernäht. Die chro-
nische Ischämie ruft in erster Linie keine angiogenetische Reaktion hervor, um eine 
Manifestation der Nekrose zu verhindern. Stattdessen entsteht distal von einer hype-
rämischen Zone eine nicht-vaskularisierte Zone, die das nekrotische Gewebe abgrenzt 
und möglicherweise noch zu retten ist (Harder et al., 2005a). Weiteres Konditionieren 
des ischämischen Gewebes verhindert das Entstehen einer Nekrose (Harder et al., 
2005b). Dieses wird weder durch Angiogenese und das Entsprießen neuer Gefäße, 
noch durch Steigern der ischämischen Toleranz des Gewebes erreicht, sondern durch 
Steigern der nutritiven Mikrozirkulation in der vorbestehenden Mikrovaskulatur (Harder 
et al., 2005b). Weiterführende Studien müssen aufklären, ob das Fehlen von Angioge-
nese aufgrund eines Mangels an Wachstumsfaktor auftritt, und ob dies durch Trans-
plantieren von genetisch modifizierten Zellen, die VEGF, Fibroblastenwachstumsfaktor 
und plateled derived growth factor freisetzen, überwunden werden kann (Menger et al., 
2006). 
2.4.6 Angiogenese in Transplantation  
Viele der Organe wie z. B. Herz, Lunge, Leber, Pankreas und Niere werden, nachdem 
sie transplantiert sind und die wichtigsten zuführenden Blutgefäße mit Nähten anasto-
mosiert sind, direkt revaskularisiert („primär vaskularisierte Transplantate“). Anders ist 
dies bei Organen wie Nebenschilddrüse und isolierten Pankreasinseln, die zum Zeit-
 19 
punkt der Transplantation avaskulär sind und vom Prozess der Angiogenese abhängig 
sind, damit das mikrovaskuläre Netzwerk für einen ausreichenden Blutzufluss wieder-
aufgebaut wird („primär avaskuläre Transplantation“) (Menger, Yamauchi, & Vollmar, 
2001). Dieser Ablauf kann idealerweise im Rückenhautkammermodell analysiert werden. 
Entsprechend sind die Technik der Inseltransplantation (Menger et al., 1989; Menger, Jager, 
Walter, Hammersen, & Messmer, 1990) und die Methoden für heterotopische Nebenschild-
drüsen Transplantation (Strieth et al., 2005) eingeführt worden.  
Die Intravitalmikroskopie hat gezeigt, dass avaskuläre, frei transplantierte Inseln und 
sogar Pseudo-Inseln eine neue Mikrovaskulatur entwickeln, die der von Pankreasin-
seln in situ ähnelt (Menger, Vajkoczy, Beger, & Messmer, 1994; Beger, Cirulli, Vajkoc-
zy, Halban, & Menger, 1998). Dieses ist von großem Interesse, da das Endothel von 
neu gebildeten Gefäßen aus den Gefäßen des Empfängergewebes entsteht (Vajkoczy 
et al., 1995). Die Reinheit der isolierten Inseln ist ausschlaggebend für die erfolgreiche 
Vaskularisation (Heuser, Wolf, Vollmar, & Menger, 2000). Weder Kryopräservation der 
isolierten Inseln vor der Transplantation noch Hyperglykämie des Empfängers verstär-
ken den angiogenetischen Prozess (Menger et al., 2001; Menger et al., 1992; Menger, 
Vajkoczy, Leiderer, Jager, & Messmer, 1992). Dagegen hemmen Immunsuppressiva 
wie Cyclosporine, Deoxyspergualin und RS-61443 eine adäquate Vaskularisation 
(Menger et al., 2001; Menger, Wolf, Hobel, Schorlemmer, & Messmer, 1991; Beger & 
Menger, 1997; Vajkoczy, Vollmar, Wolf, & Menger, 1999), während eine zusätzliche 
anti-oxydative Behandlung mit Vitamin E wirkungsvoll die Transplantatabstoßung redu-
ziert, ohne dabei den Vorgang der Vaskularisation zu beeinflussen (Vajkoczy, Lehr, 
Hubner, Arfors, & Menger, 1997). 
2.4.7 Perspektiven  
Angiogenese ist ein komplexer Vorgang, der in die Pathogenese vieler Krankheitsbilder  
involviert ist. Die Mechanismen der Gefäßentstehung sind teilweise verstanden, den-
noch erfordern sie weitere ausgeklügelte experimentelle Untersuchungen. Rücken-
hautkammermodelle liefern ideale Bedingungen um Angiogenese über bestimmte Zeit 
in vivo zu untersuchen. Der Vorteil an diesen Kammermodellen ist, dass sie detaillierte 
Informationen über funktionale Parameter, wie Gefäßwachstum, Durchblutung, Gewe-
beoxygenierung, Gefäßpermeabilität und vasomotorische Reaktion liefern (Menger et 
al., 2006). Der Nachteil ist die anspruchsvolle chirurgische Präparation und die Zeit-
spanne von 48 Stunden, die erforderlich ist, um dem Gewebe Zeit zur Erholung zu ge-
ben. Außerdem erfordert die Auswertung der funktionalen Parameter mit dem Compu-
ter-assistierten, dynamischen Image-Analyse-System viel Zeit (Menger et al., 2006). 
Dadurch, dass der kombinierte Nutzen der Intravitalmikroskopie gleichzeitig die Stu-
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dien von zellulären, molekularen, und funktionalen Parametern ermöglicht, haben wir 
einen Ansatz zur Verfügung, der unser Verständnis über die Verbindung von Angioge-
nese und Genexpression, Zell-Zell Interaktion, Zellmigration, Zellproliferation und Zell-
tod steigert. Demzufolge wird das Kammermodell in der biomedizinischen Forschung 
weiterhin für die Entwicklung von neuartigen therapeutischen Strategien und für das 
Gegenwirken von Tumorwachstum, Endometriose, chronisch ischämischen Krankhei-
ten und von verminderter Knochenheilung genutzt. Von allergrößtem Interesse für die 
Zukunft ist die Frage, ob Forschung mit diesem Kammermodell auch zu einer Verbes-
serung der Vaskularisation von Fremdmaterial und dreidimensionalen Gerüsten (Scaf-
folds) in Gewebeherstellung und Organersatz dienen kann (Menger et al., 2006).  
2.4.8 Welche Faktoren sind proangiogen, welche antiangiogen? Welche sind 
bei einem akuten Lungenschaden zu erwarten? 
Angiogenese ist ein physiologischer Prozess, der die Entstehung von neuen Blutgefä-
ßen durch das Wachstum aus bereits existierenden Kapillaren, hauptsächlich durch 
Sprossung aus dem Kapillarsystem, darstellt  (Gilbert S.F., 2000) (siehe Kapitel 2.4.1).  
Dieser Prozess ist sehr komplex. Zur Bildung der Gefäßwände werden Endothelzellen, 
Perizyten und glatte Muskelzellen benötigt, die wiederum durch unterschiedliche angi-
ogenetische Wachstumsfaktoren aktiviert werden (Rubanyi, 2000). Die Kapillare wird 
durch das umgebende Gewebe lysiert und Zellausläufer migrieren in das Gewebe. Die 
vorbestehenden Endothelzellen proliferieren und migrieren, wodurch neue Kapillaren 
entstehen. Schließlich werden die entstandenen Kapillaren in Arteriolen, Arterien, Ve-
nolen und Venen umgewandelt. Dieser Entwicklungsgang wird durch Wachstumsfakto-
ren getriggert und durch die Aktivierung bestimmter Gene geregelt (Rubanyi, 2000). 
Angiogenese ist ein normaler und vitaler Prozess bei Phasen von Wachstum und Ent-
wicklung sowie in der Wundheilung. Des Weiteren ist es ein fundamentaler Schritt bei 
der Umwandlung von Tumoren von einem untätigen zu einem malignen Stadium 
(Greenblatt & Shubi, 1968). Die heute übliche Terminologie der Angiogenese teilt in 
Vaskulogenese, Angiogenese und Arteriogenese (Formierung von mittelgroßen Blutge-
fäßen, die über eine Tunica media und eine Adventitia verfügen) ein. Meist wird der 
Begriff „Angiogenese“ jedoch als Überbegriff für alle Untertypen des Gefäßwachstums 
verwendet (Rubanyi, 2000). 
Der Prozess der Angiogenese ist sowohl biologisch als auch medizinisch von wesentli-
cher Bedeutung. In der Medizin wird dieser Prozess einmal in der antiangiogenen als 
auch in der proangiogenen Therapie verwendet (Rubanyi, 2000). Angiogenese kann 
ein Ziel bei der Bekämpfung von Krankheiten sein, die durch entweder sehr arme 
Durchblutung oder durch abnorme Blutgefäße charakterisiert sind. Die Applikation von 
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spezifischen Faktoren, die die Gefäßneubildung inhibieren oder induzieren können, 
kann bei der Bekämpfung von solchen Krankheiten helfen (Rubanyi, 2000). Verschie-
dene Krankheitsbilder wie z.B. ischämische chronische Wunden sind das Resultat von 
einem Fehlen oder einer ungenügenden Blutgefäßbildung und können durch eine loka-
le Expansion der Blutgefässe behandelt werden, was dazu führt, dass neue Nährstoffe 
in das betroffene Gebiet gebracht werden, was wiederum die Reparatur erleichtert. 
Andere Krankheiten, wie zum Beispiel die altersabhängige Makuladegeneration, kann 
durch die lokale Expansion von Blutgefäßen erzeugt werden (Folkman et al., 1987). 
Anti-angiogenetische Therapien werden zum Beispiel bei Tumoren verwendet, die von 
einem mitwachsenden Kapillarnetz abhängig sind. Durch diesen Ansatz kann die 
Durchblutung des Tumorgewebes reduziert werden (Benny et al., 2008). 
Pro-angiogene Therapieformen werden wiederum zur Behandlung von kardiovaskulä-
ren Krankheiten - der Haupttodesursache in den westlichen Ländern - zum Beispiel 
Arteriosklerose, insbesondere der koronaren Herzkrankheit und der peripheren Ver-
schlusskrankheit eingesetzt (Simons et al., 2000; Schumacher, Pecher, von Specht, & 
Stegmann, 1998; Folkman, 1998; Stegmann, 1998; Stegmann & Hoppert, 1999).  
Bezüglich der pro-angiogenen Therapie kann in drei Hauptkategorien unterteilt werden: 
Die Gen-Therapie, die die Gene von Interesse verstärkt oder inhibiert, die Protein-
Therapie, die in erster Linie angiogene Wachstumsfaktoren wie FGF-1 oder den vasku-
lären endothelialen Wachstumsfaktor VEGF manipuliert (Ornitz & Itoh, 2001; Blaber, 
DiSalvo, & Thomas, 1996; Khurana & Simons, 2003), und die Zell-basierte Therapie, 
die die Implantation von spezifischen Zelltypen beinhaltet.  
Bis heute konnte eine Vielzahl an unterschiedlichsten angiogenen Faktoren festge-
stellt, ihre Aminosäuresequenzen ermittelt und ihre Gene geklont werden. Diese angi-
ogenen Faktoren agieren entweder direkt an den Gefäßendothelzellen, um dort die 
Lokomotion oder Mitose zu stimulieren, oder aber agieren indirekt, indem sie Wirtzellen 
mobilisieren (Folkman et al., 1987). 
 
Einige wichtige pro-angiogene Faktoren sollen im Folgenden erläutert werden: 
- Fibroblast growth factor (FGF):  
Die FGF-Familie mit ihren Prototyp-Mitgliedern FGF-1 (acidic FGF) und FGF-2 (basic 
FGF) besteht aus mindestens 22 bekannten Mitgliedern (Ornitz et al., 2001). Die meis-
ten von ihnen sind Einzelketten-Peptide von 16-18kDa und haben eine hohe Affinität 
zu Heparin und Heparansulfat. Im Allgemeinen stimulieren FGF´s eine Vielzahl an zel-
lulären Funktionen, indem sie an FGF-Rezeptoren an der Zelloberfläche in der Ge-
genwart von Heparanproteoglykanen binden. Die Aktivierung am Rezeptor bewirkt eine 
Signaltransduktionskaskade, was zu einer Genaktivierung und diversen biologischen 
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Antworten führt. So kommt es zum Beispiel zur Zelldifferenzierung, Proliferation und 
Auflösung der Matrix, was eine mitogene Aktivität initiiert, die kritisch für das Wachstum 
von endothelialen Zellen, Fibroblasten und glatten Muskelzellen ist. FGF-1 - einzigartig 
unter den 22 Mitgliedern der FGF-Familie -, kann an alle sieben FGF-Rezeptor-
Subtypen binden, was ihn zum wichtigsten Faktor dieser Gruppe macht und zu einem 
potenten mitogenen Faktor für diverse Zelltypen. Dies ist für eine angiogene Antwort in 
geschädigten hypoxischen Geweben nötig, wo es zu einer Hochregulation von FGF-
Rezeptoren kommt (Blaber et al., 1996). FGF-1 stimuliert die Proliferation und Diffe-
renzierung von allen Zelltypen, die für den Aufbau eines arteriellen Gefäßes von Nöten 
sind, wie z.B. endotheliale Zellen und glatte Muskelzellen. Diese Tatsache unterschei-
det FGF-1 von anderen pro-angiogenen Wachstumsfaktoren, wie z.B. VEGF, was pri-
mär die Formation von neuen Kapillaren bewirkt (Khurana et al., 2003; Stegmann, 
1998). 
In mehreren Studien wurde bisher erfolgreich das angiogene Protein FGF-1 direkt in 
den geschädigten Herzmuskel injiziert (Stegmann et al., 2000). Eine andere Studie 
zeigt, wie wichtig die FGF´s für die Entwicklung der embryonalen Lunge sind (Lin, 
Zhang, Bismarck, & Bishop, 2010).  Li et al. zeigten 2009 die hohe Ausschüttung von 
FGF-2 beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC) korrelierend mit der Anzahl 
an Metastasen und der Tumorinvasion (Li et al., 2009). 
FGF-2 fördert die Angiogenese, indem es die Proliferation der endothelialen Zellen und 
die physikalische Anordnung von endothelialen Zellen in tubenähnliche Strukturen an-
regt. FGF-2 ist ein potenterer angiogener Faktor als VEGF oder PDGF (platelet derived 
growth factor), aber dennoch weniger potent als FGF-1. FGF-1 und FGF-2 stimulieren 
nicht nur das Blutgefäßwachstum, sondern spielen auch in der Wundheilung eine sehr 
wichtige Rolle. Sie stimulieren die Proliferation von Fibroblasten und endothelialen Zel-
len, die wiederum die Angiogenese und Entwicklung von Granulationsgewebe fördern. 
Beide Faktoren steigern die Blutversorgung und füllen eine Wundhöhle bereits sehr 
früh im Wundheilungsprozess auf (Stegmann, 1998). 
- Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF):  
Vascular endothelial growth factor (VEGF) ist ein chemisches Signal, das von Zellen 
produziert wird, um das Wachstum von neuen Blutgefäßen zu stimulieren. Seine nor-
male Funktion ist es, neue Blutgefäße während der Embryonalentwicklung, nach einer 
Verletzung, Muskeln nach Training und neue Blutgefäße (Kollateralzirkulation) zu ge-
nerieren, um verstopfte Gefäße zu umgehen (Ding et al., 2004; Gavin et al., 2004; 
Kraus, Stallings, III, Yeager, & Gavin, 2004; Lloyd, Prior, Yang, & Terjung, 2003).  
Wenn VEGF überexprimiert wird, kann dies zu Krankheiten führen. Solide Tumoren 
können ab einer bestimmten Größe nicht ohne eine adäquate Blutversorgung weiter 
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wachsen. Tumoren, die VEGF exprimieren können, sind in der Lage zu wachsen und 
zu metastasieren. Die Überexprimierung von VEGF kann zu Gefäßkrankheiten in der 
Retina oder in anderen Regionen des Körpers führen. Medikamente wie z.B. Bevaci-
zumab können VEGF inhibieren und solche Krankheiten regulieren oder verlangsa-
men. VEGF sind Signalproteine, die in sowohl Vaskulogenese als auch Angiogenese 
involviert sind (Ding et al., 2004).  
Das wichtigste Mitglied der VEGF-Subfamilie ist VEGF-A. Es stimuliert Endothelialzell-
Mitogenese und Zellmigration. Außerdem ist es ein Vasodilatator, ist chemotaktisch für 
Makrophagen und Granulozyten und steigert die Mikrogefäßpermeabilität. Andere Mit-
glieder sind Placenta growth factor (PIGF), VEGF-B, VEGF-C und VEGF-D. VEGF-B 
spielt eine wichtige Rolle in der embryonalen Angiogenese. VEGF-C wird für die 
Lymphangiogenese gebraucht und VEGF-D für die Entwicklung von Lymphgefäßen um 
die Bronchiolen herum. PIGF ist wichtig für Vaskulogenese und Angiogenese bei I-
schämie, Entzündung, Wundheilung und Krebs (Kraus et al., 2004).  
Zellen, die nicht ausreichend mit Sauerstoff versorgt werden, produzieren HIF, hypoxia 
inducible factor, einen Transkriptionsfaktor. HIF stimuliert neben anderen Funktionen 
die Freisetzung von VEGF. Die zirkulierenden VEGF binden an die VEGF-Rezeptoren 
der Endothelialzellen, was einen Tyrosinkinase-Signalweg triggert, der zur Angiogene-
se führt (Kraus et al., 2004).  
Nun noch einige klinische Beispiele: VEGF wurde in den Zusammenhang mit schlech-
ter Prognose bei Brustkrebs gebracht. Viele Studien zeigen ein erniedrigtes Gesamt-
überleben und krankheitsfreies Überleben bei Tumoren, die VEGF überexprimieren. 
VEGF wird ebenso bei rheumatoider Arthritis als Antwort auf TNF-α ausgeschüttet, 
was die endotheliale Permeabilität und die Schwellung vergrößert und die Angiogene-
se stimuliert. VEGF ist außerdem bei diabetischer Retinopathie bedeutsam. Die mikro-
zirkulatorischen Probleme in der Retina von Diabetikern können zu einer retinalen I-
schämie führen, die zu einer Freisetzung von VEGF führt, was wiederum zu einer Bil-
dung von neuen Blutgefäßen in der Retina und sonst im Auge führen kann (Praidou et 
al., 2010). 
VEGF spielt weiterhin eine Rolle in der Krankheitspathologie der altersabhängigen Ma-
kuladegeneration (AMD), die die Hauptursache für Blindheit des älteren Menschen in 
der industrialisierten Welt ist (Praidou et al., 2010).  
VEGF-D Serumspiegel sind signifikant erhöht bei Patienten mit Angiosarkom (Amo, 
Masuzawa, Hamada, & Katsuoka, 2004).  
Sobald VEGF freigesetzt worden ist, kann es verschiedene Antworten auslösen. Es 
kann eine Zelle dazu bringen, zu überleben, sich zu bewegen oder sich weiter zu diffe-
renzieren. Infolgedessen ist VEGF ein mögliches Ziel für die Behandlung von Krebs. 
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Das erste anti-VEGF-Medikament, der monoklonale Antikörper Bevacizumab, wurde 
2004 entwickelt. Dementsprechend gibt es auch andere Anti-VEGF-Therapien für die 
Behandlung von bestimmten Krebserkrankungen.  
Patienten mit Lungenemphysem haben bewiesenermaßen reduzierte Spiegel an VEGF 
in den Pulmonalarterien.  
In der Niere führt eine vermehrte Freisetzung von VEGF in den Glomeruli direkt zu 
einer glomerulären Hypertrophie, die mit Proteinurie assoziiert ist (Liu et al., 2007). 
- Angiopoietine:  
Die Angiopoietine Ang 1 und Ang 2 sind für die Bildung von voll entwickelten Blutgefä-
ßen notwendig, wie Studien an Knockout-Mäusen zeigen konnten (Haas et al., 2000). 
Ang 1 und Ang 2 sind Proteinwachstumsfaktoren, die durch die Bindung an ihre Re-
zeptoren wirken (Haas et al., 2000).  
- Matrix Metalloproteinases (MMP´s): 
Ein weiterer wichtiger mitwirkender Faktor bei der Angiogenese sind MMP´s. Sie hel-
fen, die Proteine abzubauen, die die Gefäßwand fest machen. Diese Proteolyse erlaubt 
es den endothelialen Zellen, in den Interstitialraum zu entweichen, wie das bei der 
sprießenden Angiogenese der Fall ist. Die Inhibition der MMP´s verhindert die Bildung 
von neuen Kapillaren (Lobov et al., 2007). Diese Enzyme sind während der Gefäßbil-
dung hochreguliert, da eine Zerstörung der extrazellulären Matrix die Integrität der Mik-
rogefäße herabsetzen würde.  
- Platelet derived growth factor (PDGF und PDGFR): 
PDGF ist ebenfalls einer der vielen Wachstumsfaktoren oder Proteine, die das Zell-
wachstum und die Zellteilung regulieren, es spielt eine wichtige Rolle in der Angioge-
nese. Es existieren fünf verschiedene Isoformen von PDGF, die eine Zellantwort durch 
zwei verschiedene Rezeptoren aktivieren. Der Rezeptor für PDGF, PDGFR ist eine 
Rezeptor-Tyrosinkinase (RTK), eine Sorte von Zelloberflächenrezeptoren. Zwei Arten 
von PDGFRs wurden bisher identifiziert: Alpha-Typ und beta-Typ PDGFRs (Matsui et 
al., 1989). Der Alphatyp bindet an PDGF-AA, PDGF-BB und PDGF-AB, während der 
Betatyp PDGFR mit hoher Affinität an PDGF-BB und PDGF-AB bindet (Heidaran et al., 
1991). PDGF bindet an die PDGFR-Ligandenbindungstasche, die innerhalb der zwei-
ten und dritten Immunglobulindomaine lokalisiert ist (Heidaran, Pierce, Jensen, Matsui, 
& Aaronson, 1990). Nach Aktivierung durch PDGF, dimerisieren diese Rezeptoren und 
werden durch verschiedene Signalwege wie z.B. den PI3K-Signalweg aktiviert. Nach-
geordnete Effekte hiervon beinhalten die Regulation von Genexpression und den Zell-
zyklus. Mehrere Studienergebnisse weisen darauf hin, dass PI3K als Teil des Wachs-
tumssignalkomplexes eine wichtige Rolle beim Kontrollieren der Zellmigration spielt 
(Yu et al., 1995).  
 25 
PDGF ist bedeutend in der embryonalen Entwicklung, in der Zellproliferation, Zellmig-
ration und der Angiogenese (Barres et al., 1992).  
- CXC-Chemokine: Chemokine sind eine Superfamilie aus strukturhomologen Hepa-
rinbindungsproteinen, die Tumorwachstum und Metastasierungen beeinflussen. Viele 
Mitglieder der CXC- und CC-Chemokinfamilien sind potente Induktoren von Neovasku-
larisation, wobei eine Teilmenge der CXC-Chemokine potente Inhibitoren sind (Keeley, 
Mehrad, & Strieter, 2010).  
- CXCL1 (früher GRO-alpha): Wichtig für die Wundheilung und die Angiogenese (Yew 
et al., 2010). 
- CXCL 5 (endothelial neutrophil activating peptide-78 (ENA 78)): Ebenfalls wichtig 
für die Angiogenese (Jafri et al., 2010; Bersinger, Gunthert, McKinnon, Johann, & 
Mueller, 2010), und genauso wie Interleukin-8 und CXCL 1 mit dem Aminosäuremotiv 
ELR an der aktiven Stelle. 
- Interleukin-8: Ebenfalls ein bekannter angiogener Faktor, der für Wundheilung und 
Angiogenese wichtig ist (Lee et al., 2011; Yew et al., 2010).  
- Integrine ανβ3, ανβ5 und α5β1: Diese Integrine binden Matrixmakromoleküle und 
Proteinasen (Santulli et al., 2011). 
- Vascular endothlin (VE)-Cadherin und CD 31: Dies sind endotheliale Verbin-
dungsmoleküle (Ahrens & Peter, 2009; Bazzoni & Dejana, 2001).  
- Ephrin: Es veranlasst die Bildung von Arterien und Venen (Stein, Schoecklmann, & 
Daniel, 1997).  
- Plasminogenaktivatorinhibitor Typ 1: Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren (PAI) re-
geln Plasminogenaktivierung in normalen und pathologischen Prozessen 
(Schneiderman & Loskutoff, 1991). Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 (PAI-1) ist der 
wichtigste physiologische Inhibitor von Gewebe- und Urokinase-Typ Plasminogen-
Aktivatoren (Schneiderman et al., 1991). Es ist ein stark reguliertes single-chain-
Glykoprotein, dessen Überexpression in vivo das fibrinolytische Gleichgewicht beein-
trächtigt und mit thrombotischen Erkrankungen korreliert. Neuere klinische Beobach-
tungen zeigen einen Zusammenhang zwischen erhöhten Plasma-PAI-1 und sympto-
matischer koronarer arterieller Verschlusskrankheit oder tiefer Venenthrombose 
(Schneiderman et al., 1991). 
- CD 133 (AC-133+): Wird manachmal als angiogener Faktor genannt, dürfte aber pri-
mär ein Molekül der Oberfläche von hämatogenen Stamm- und Progenitorzellen insbe-
sondere von EPC sein (Bonaros et al., 2008). 
- DNA-binding protein inhibitor Id1 / Id3: Diese Faktoren regulieren die endotheliale 
Transdifferenzierung. Die Überexpression von Id-Proteinen fördert die Krebszellprolife-
ration und den Widerstand gegen Apoptose. (Mern, Hasskarl, & Burwinkel, 2010). 
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Zur Erklärung der wichtigsten anti-angiogenen Faktoren:  
Angiogeneseinhibitoren sind sehr heterogen in ihrer Herkunft und ihrem Potenzial, und 
ihre wachsende Liste beinhaltet Proteolyseprodukte von größeren Molekülen mit einer 
anderen Funktion, wie z.B. Angiostatin, Endostatin und Vasostatin, Modulatoren der 
Aktivität von vaskulären endothelialen Wachstumshormonen, wie z.B. FLT-1 und man-
che Zytokin / Chemokine mit charakteristischer anti-endothelialer Aktivität, wie z.B. IL-
12, IFN-alpha und CXCL10 (Persano, Crescenzi, & Indraccolo, 2007).  
- löslicher Vascular endothelial growth factor receptor 1 (VEGFR-1 ) und Neuropi-
lin-1 (NRP-1): Lockt Rezeptoren für VEGF-B und PIGF (Phosphatidylinositol-glycan 
biosynthesis class F protein) (Marti H., 2000). 
- Angiopoietin-2: Angiopoietine sind Proteinwachstumsfaktoren, die Angiogenese 
fördern. Bisher wurden vier Angiopoietine identifiziert, Ang1-4. Ang 1 und Ang 2 sind 
nötig für die Formierung von reifen Blutgefäßen, wie bei Studien an Knockoutmäusen 
gezeigt werden konnte (Thurston, 2003). Angiopoietin 2 (Ang 2) ist einer von 4 Ligan-
den für Rezeptor Tie2 und kommt natürlicherweise als Antagonist für Tie2 vor, indem 
er die Aktion von Angiopoietin-1 (Ang1) inhibiert (Zadeh, Koushan, Baoping, Shannon, 
& Guha, 2010). Es konnte gezeigt werden, dass Ang 2 signifikant das Gefäßwachstum 
von malignen Astrozytomen verstärkt und dass  eine konstante Hochregulation von 
Ang 2 während aller Phasen des Tumorwachstums abnormale Gefäßstrukturen gene-
riert, die typischerweise nicht in menschlichen Astrozytomen gesehen werden. Daraus 
lässt sich schließen, dass Ang 2 eine tumorstadienabhängige Rolle spielt und nicht 
einheitlich während aller Tumorstadien des malignen Astrozytoms ausgeschüttet wird 
(Zadeh et al., 2010).  
- Thrombospondin-1 und -2 (TSP-1 und TSP-2): Diese Faktoren inhibieren die Zell-
migration, die Zellproliferation, die Zelladhäsion und das Überleben von endothelialen 
Zellen. Die Thrombospondine (TSP) sind eine Familie an multifunktionalen Proteinen, 
unterteilt in Subtyp A, der TSP-1 und -2 enthält und Typ B, der TSP-3, -4 und -5 ent-
hält. TSP-1 und -2 werden durch unreife Astrozyten während der Gehirnentwicklung 
produziert, was die Entwicklung von neuen Synapsen fördert (Christopherson et al., 
2005). TSP-1 wurde in biologischen Prozessen einschließlich der Angiogenese, Apop-
tose, Aktivierung von TGF-beta und der Immunregulation gefunden. TSP-1 ist als sol-
ches ein multifunktionales Protein. TSP-1 ist antiangiogen, es hemmt die Proliferation 
und Migration von Endothelialzellen durch Interaktion mit CD36, das auf der Oberflä-
che dieser Zellen exprimiert wird. Inhibitorische Peptide und Fragmente von TSP-1 
binden an CD36, was zu einer Freisetzung von FAS Liganden (FasL) führt, der die 
Freisetzung von Fas aktiviert. Dieses wiederum führt zu einer Aktivierung von Caspa-
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sen und zur Zellapoptose. Dadurch, dass Tumore mit einer Überexpression an TSP-1 
typischerweise langsamer wachsen, weniger Angiogenese zeigen und weniger Metas-
tasen haben, ist TSP 1 eventuell ein attraktives Ziel der Krebstherapie (Haviv et al., 
2005). 
- Angiostatin und verwandte Moleküle: Diese Faktoren inhibieren die Zellproliferati-
on und induzieren die Apoptose von endothelialen Zellen.  
Angiostatin ist ein 38kDa Fragment eines größeren Proteins, Plasmin (das wiederum 
ein Fragment von Plasminogen ist). Es beinhaltet drei bis fünf Kringle Module. Jedes 
Modul enthält zwei kleine beta-Bögen und drei Disulfidbrücken (Cao et al., 1996; O'-
Reilly et al., 1994). Angiostatin wird durch autoproteolytische Spaltung von Plasmino-
gen produziert, was eine extrazelluläre Disulfidbrückenreduktion durch eine 
Phosphoglycerat-Kinase beinhaltet. Des Weiteren kann Angiostatin aus Plasminogen 
durch verschiedene Metalloproteinasen (MMPs), Elastase, Prostata-spezifisches Anti-
gen (PSA), 13 KD-Serinprotease oder 24KD-Endopeptidase gespalten werden. 
Angiostatin bindet mehrere Proteine, insbesondere an Angiomotin und endotheliale 
Zelloberflächen-ATP-Synthase, aber auch an Integrine, Annexin II, C-met Rezeptor, 
NG2-Proteoglykane, Gewebe-Plasminogen-Aktivator, Chondroitinsulfat-Proteoglykane 
und CD26. Zusätzlich können kleinere Fragmente von Angiostatin an diverse andere 
Proteine binden. Es scheint so zu sein, dass Angiostatin die endotheliale Zellmigration 
(Redlitz, Daum, & Sage, 1999) und Proliferation bremst und die Apoptose induziert. 
Man geht davon aus, dass die Aktivität von Angiostatin unter anderem mit der Zusam-
menstellung seiner mechanischen- und Redoxeigenschaften im Zusammenhang steht 
(Grandi et al., 2006).  
- Endostatin: Endostatin ist ein natürlich vorkommendes 20kDa C-terminales Frag-
ment, das vom Typ XVIII Kollagen abstammt. Endostatin ist ein Breitspektrum Angio-
geneseinhibitor und kann mit den pro-angiogenen Aktionen der Wachstumsfaktoren 
wie basic Fibroblast Growth factor (bFGF / FGF-2) und VEGF interferieren (Folkman, 
2006). Endostatin inhibiert die Zellmigration, die Zellproliferation und das Überleben 
von endothelialen Zellen (Folkman, 2006). 
Downsyndrompatienten scheinen aufgrund ihrer erhöhten Spiegel an Endostatin vor 
diabetischer Retinopathie geschützt zu sein (Ryeom & Folkman, 2009).  
- Vasostatin, Calreticulin: Diese Faktoren inhibieren die Zellproliferation von Endothe-
lialzellen.  
Vasostatin, die N-terminale Domäne von Calreticulin, ist ein potenter Angioneseinhibi-
tor (Cai et al., 2008). Es ist in der Lage, Tumorwachstum während verschiedener Sta-
dien der Tumorprogression zu unterdrücken, was z.B. als Gentherapie in der Behand-
lung von Lungentumor benutzt werden kann (Cai et al., 2008) 
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Eine andere Studie konnte den inhibitorischen Effekt von Vasostatin auf die choroidale 
Neovaskularisation (CNV) bei der altersabhängigen Makuladegeneration (AMD) zeigen 
(Sheu et al., 2009).  
Calreticulin (CRT) beaufsichtigt das endoplasmatische Retikulum (ER) und ist verant-
wortlich für Glykoproteinfaltung und Ca (2+)-Homöostase. Des Weiteren hat CRT ext-
razelluläre Funktionen, z.B. Tumor- und apoptotische Zellerkenung und Wundheilung; 
aber der Mechanismus der extrazellulären Freisetzung von CRT ist noch unbekannt. 
Es konnte gezeigt werden, dass unter apoptotischen Stressbedingungen die zytosoli-
sche Konzentration von CRT ansteigt (Tarr et al., 2010). 
- Platelet Factor-4: Dieser Faktor ist genau wie Angiostatin ein antiangiogener Faktor 
(Bikfalvi, 2007) und inhibiert die Bindung von bFGF und VEGF.  
Platelet factor-4 (PF4) ist ein kleines Zytokin, was zu der CXC-Chemokinfamilie gehört 
und außerdem bekannt ist unter den Namen Chemokine (C-X-C motif) ligand 4 
(CXCL4). PF4 ist ein 70-Aminosäurenprotein, das von den Alpha-Granula von aktivier-
ten Thrombozyten freigesetzt wird und mit hoher Affinität an Heparin bindet. Seine 
Hauptrolle besteht in der Neutralisation von heparinähnlichen Molekülen auf der endo-
thelialen Oberfläche von Blutgefäßen, wobei die lokale Antithrombin III-Aktivität inhi-
biert und die Koagulation gefördert wird. Als ein stark chemotaktischer Faktor für 
Neutrophile und Fibroblasten hat PF4 eine wichtige Rolle bei Entzündung und Wund-
heilung (2010; Eisman, Surrey, Ramachandran, Schwartz, & Poncz, 1990). Der Hepa-
rin-PF4-Komplex ist das Antigen in Heparin induzierter Thrombozytopenie, eine eigen-
willige Autoimmunreaktion auf die Gabe von Antikoagulans Heparin (Warkentin, 2007). 
PF4 spielt eine wichtige Rolle bei der Hämostase und der Thrombose (Kowalska, Rau-
ova, & Poncz, 2010). 
- tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) und cartilage-derived angioge-
nesis inhibitor (CDAI): Beide inhibieren die Zellmigration von Endothelialzellen. Tis-
sue inhibitor of metalloproteinases (TIMP) sind spezifische endogene Proteinasen, die 
die Matrix Metalloproteinasen inhibieren. Die Proteinasefamilie besteht aus 4 Protea-
seinhibitoren: TMP 1-4 (Brew, Dinakarpandian, & Nagase, 2000). CDAI steht für carti-
lage-derived angiogenesis inhibitor und ist ein Angiogenese Inhibitor, der aus Knorpel 
produziert wird. Dazu gehören z.B. das Peptid Troponin I (Kern, Balcom, Antoniu, War-
shaw, & Fernandez-del Castillo, 2003) und Chondomodulin I (Setoguchi et al., 2004). 
- IFN-α, -β und -γ, CXCL 10, IL-4, -12 und -18: Diese Faktoren inhibieren die Zellmig-
ration von endothelialen Zellen und regulieren bFGF herunter.  
- Prothrombin und Antithrombin III: Sie inhibieren die Zellproliferation von endotheli-
alen Zellen. Antithrombin (AT) ist ein kleines Proteinmolekül, das verschiedene Enzy-
me des Koagulationssystems inaktiviert. Es ist ein Glykoprotein, das durch die Leber 
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produziert wird, aus 432 Aminosäuren besteht und drei  Disulfidbrücken enthält. Die 
physiologischen Zielproteasen von Antithrombin III sind die aktivierten Formen des 
intrinsischen und extrinsischen Weges der Gerinnungskaskade (Persson, Bak, & Ol-
sen, 2001). Die gespaltene und latente Form von Antithrombin hemmt sehr potent die 
Angiogenese und das Tumorwachstum in Tiermodellen (O'Reilly, Pirie-Shepherd, La-
ne, & Folkman, 1999).  
- Prolactin: Prolactin ist ein antiangiogener Faktor, da es bFGF und VEGF inhibiert. 
Sämtliche Mitglieder des Wachstumshormon-/Prolactin-Plazenta-Laktogen-, des Re-
nin-Angiotensin- und des Kallikrein-Kinin-Systems, die stimulierende Effekte auf die 
Angiogenese ausüben, können antiangiogene Eigenschaften annehmen, nachdem sie 
sich proteolytisch gespalten haben (Clapp, Thebault, Jeziorski, & Martinez, 2009).  
- Vascular endothelial growth inhibitor (VEGI), auch bekannt als tumor necrosis 
factor superfamily member 15 (TNFSF15) und TNF ligand related molecule (TL1), ist 
ein kürzlich identifiziertes anti-angiogenes Zytokin, das zur TNF-Superfamilie gehört. 
Es sind bisher drei Isoformen dokumentiert worden (Zhang, Sanders, Ye, & Jiang, 
2009).  
Das Protein wird überreichlich von endothelialen Zellen freigesetzt, aber es wird weder 
in B- noch T-Zellen freigesetzt. Die Freisetzung von VEGI kann durch TNF und IL-
alpha ausgelöst werden. VEGI kann NF-kappa B und MAP-Kinasen aktivieren und a-
giert als ein autokriner Faktor, um die Apoptose in endothelialen Zellen zu induzieren. 
Des Weiteren vermag dieses Protein, die Endothelialzellproliferation zu hemmen und 
hat so eine Funktion als Angiogenesehemmer (Holmes, Roberts, Thomas, & Cross, 
2007). Erste Studienergebnisse weisen darauf hin, dass VEGI ein möglicher Tumor-
wachstumshemmer sein könnte (Zhang et al., 2009). Die hemmenden Effekte von VE-
GI im Tumorgewebe sind in drei Gebieten manifest, der direkte Effekt auf die Krebszel-
len, der antiangiogene Effekt auf die Endothelialzellen und die Stimulation der Reifung 
von dendritischen Zellen (Zhang et al., 2009). 
- Secreted Protein, Acidic and Rich in Cysteine (SPARC): Dieser Faktor inhibiert 
die Bindung und Aktivität von VEGF. 
- Osteopontin: Osteopontin (OPN), auch bekannt als Bone Sialoprotein I (BSP-I), ear-
ly T-lymphocyte activation (ETA-1), und secreted phosphoprotein 1 (SPP1), ist ein ext-
razelluläres Glykoprotein, das 1986 in Osteoblasten erstmalig isoliert wurde. Es wird 
biosynthetisiert durch eine ganze Reihe von verschiedenen Gewebetypen wie 
Fibroblasten (Ashizawa et al., 1996), Preosteoblasten, Osteoblasten, Osteozyten, O-
dontoblasten, manche Knochenmarkzellen, dendritische Zellen, Makrophagen (Murry, 
Giachelli, Schwartz, & Vracko, 1994), glatte Muskelzellen (Ikeda, Shirasawa, Esaki, 
Yoshiki, & Hirokawa, 1993), Skelettmuskelmyoblasten (Uaesoontrachoon et al., 2008), 
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Endothelialzellen und anderen. Es spielt eine wichtige Rolle im Knochenstoffwechsel 
(Choi et al., 2008). Es besitzt chemotaktische Eigenschaften, die die Zellen zu den 
Entzündungsherden bringen. Außerdem fungiert es als ein adhäsives Protein, das in 
der Zellbefestigung und Wundheilung involviert ist. Des Weiteren vermittelt OPN die 
Zellaktivierung und Zytokinproduktion und fördert das Zellüberleben durch Regulieren 
der Apoptose (Wang & Denhardt, 2008). OPN blockiert zum einen den aktivierten Zell-
tod von Makrophagen und T-Zellen, wie auch den von Fibroblasten und Endothelialzel-
len, die schädlichen Stimuli ausgesetzt sind (Denhardt, Noda, O'Regan, Pavlin, & Ber-
man, 2001; Standal, Borset, & Sundan, 2004). Zum Anderen verhindert Osteopontin 
den nicht programmierten Zelltod bei der entzündlichen Kolitis (Da Silva et al., 2006).  
OPN wird bei einer Vielzahl von Tumoren übermäßig freigesetzt, wie z.B. Lungentumor 
(Cui et al., 2007), Brustkrebs, Endometriumcarcinom (Du, Jiang, Sheng, Gao, & Li, 
2009), Kolorektaltumor, Magentumor, Ovarialcarcinom, Melanom und Mesotheliom. 
OPN trägt zu sowohl Glomerulonephritis als auch zur tubulointerstitialen Nephritis bei, 
und OPN findet man in artheromatösen Plaque in Arterien. Die Manipulation der Spie-
gel von Osteopontin ist also möglicherweise bei der Behandlung von Autoimmunkrank-
heiten, Karzinommetastasen, Osteoporose und bei manchen Formen des Stresses 
nützlich (Wang et al., 2008). Studien haben außerdem gezeigt, dass Osteopontin bei 
der Bildung von übermäßigen Narben beteiligt ist, und ein Gel konnte entwickelt wer-
den, um diesen Effekt zu blockieren (BBC, 2008). 
- Maspin: Maspin (mammary serine protease inhibitor), ein Mitglied der Serpin-Familie, 
hemmt Angiogenese, Tumorinvasion und Metastasen (Webber, Lawson, & Cohen, 
2008). Studien lassen einen p53-abhängigen Regulationsweg der Maspin-Freisetzung 
vermuten (Webber et al., 2008). Sein Fehlen korreliert mit der Krankheitsprogression 
sowohl bei Brustkrebs als auch Prostatakrebs (Webber et al., 2008; Shao, Shi, Ayala, 
Rowley, & Zhang, 2008). Es wurde 1994 identifiziert (Khalkhali-Ellis, 2006).  
- Transforming growth factor (TGF-β): 
Transforming growth factor beta 1 oder TGF-β1 ist ein Polypeptid, das verschiedene 
Zellfunktionen wie die Kontrolle des Zellwachstums, der Zellproliferation, der Zelldiffe-
renzierung und der Apoptose innehat. Beim Menschen ist TGF-β1 kodiert durch das 
TGFB1-Gen (Ghadami et al., 2000; Vaughn et al., 2000). Viele Zellen synthetisieren 
TGFB, und fast alle dieser Zellen haben spezifische Rezeptoren für dieses Peptid. 
TGFB1, TGFB2 und TGFB3 funktionieren alle durch das gleiche Rezeptorsignalsystem 
(Maglott, Ostell, Pruitt, & Tatusova, 2007). 
TGF-β1 wurde erstmalig in menschlichen Thrombozyten als ein Protein mit einer Mole-
kularmasse von 25kD und einer potentialen Rolle in der Wundheilung identifiziert 
(Assoian, Komoriya, Meyers, Miller, & Sporn, 1983). Später wurde es als ein großer 
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Proteinvorläufer charakterisiert, der proteolytisch verarbeitet wurde, so dass ein ausge-
reiftes Peptid mit 112 Aminosäuren entstehen kann (Derynck et al., 1985).  
TGF-beta1 und VEGF sind potente Angiogenese-Induktoren mit gegenläufigen Effek-
ten auf Endothelzellen. TGF-beta1 induziert Apoptose, VEGF schützt Endothelzellen 
vor Apoptose. Es konnte gezeigt werden, dass TGF-beta1 die Endothelzellen Expres-
sion von FGF-2 fördert, die wiederum die VEGF-Synthese hochreguliert (Ferrari et al., 
2006).  
TGF-β1 spielt eine wichtige Rolle bei der Kontrolle des Immunsystems und zeigt unter-
schiedliche Aktivitäten bei verschiedenen Zelltypen oder Zellen in verschiedenen Ent-
wicklungsstadien. Die meisten Immunzellen (oder Leukozyten) sezernieren TGF-β1 
(Letterio & Roberts, 1998b).  
Manche T-Zellen (z.B. regulatorische T-Zellen) setzen TGF-β1 frei, um die Aktionen 
der anderen T-Zellen zu inhibieren. Die Interleukin 1 und Interleukin 2-abhängige Proli-
feration von aktivierten T-Zellen (Wahl et al., 1988; Tiemessen et al., 2003) und die 
Aktivierung von untätigen T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen werden durch die 
Aktivierung von TGF-β1 verhindert (Gilbert, Thoman, Bauche, Pham, & Weigle, 1997; 
Wahl, Wen, & Moutsopoulos, 2006). Ähnlich kann TGF-β1 die Sekretion und die Akti-
vierung von vielen anderen Zytokinen wie z.B. Interferon-γ, TNF-α und verschiedene 
Interleukine inhibieren. Es kann außerdem die Freisetzungsrate von Zytokinrezeptoren 
wie z.B. IL-2 Rezeptoren reduzieren, um die Aktivität von Immunzellen herunterzuregu-
lieren. TGF-β1 kann jedoch auch die Freisetzung von bestimmten Zytokinen in T-Zellen 
erhöhen und ihre Proliferation fördern, insbesondere wenn die Zellen noch unreif sind 
(Letterio & Roberts, 1998a).  
TGF-β1 hat auf B-Zellen ähnliche Effekte, die sich bezüglich des Differenzierungssta-
diums der Zelle verändern. Es bremst die Proliferation und die Apoptose der B-Zellen 
(Lebman & Edmiston, 1999) und spielt eine Rolle bei der Kontrolle der Freisetzung von 
Antikörpern, Transferrin und MHC Klasse II-Proteinen auf unreifen und reifen B-Zellen 
(Letterio et al., 1998a; Lebman et al., 1999). 
Der Effekt von TGF-β1 auf Makrophagen und Monozyten ist überwiegend hemmend; 
das Zytokin kann die Proliferation von diesen Zellen inhibieren und deren Produktion 
von reaktivem Sauerstoff und Stickstoffzwischenprodukten verhindern. Bei anderen 
Zelltypen kann TGF-β1 jedoch den gegenteiligen Effekt auf die Myeloidzellen haben. 
Z.B. agiert TGF-β1 als ein chemischer Lockstoff, indem es eine Immunantwort auf 
manche Pathogene richtet. Überdies kann die Freisetzung von monozytischen Zytoki-
nen (einschließlich IL-1-alpha, IL-1-beta und TNF-α (Wahl et al., 2006) und die Phago-
zytose der Makrophagen durch TGF-β1 aktiviert  werden (Letterio et al., 1998a).  
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Neben diesen Faktoren gibt es viele exogene Angiogeneseinhibitoren, die als Medika-
mente gegeben werden können oder als leichte Form in der Ernährung vorkommen. 
Auf diesem Gebiet wird aufgrund des Strebens nach besserer Krebstherapie intensiv 
geforscht (Farina, Pomies, Alonso, & Gomez, 2006; Liu et al., 2005; Stanley, Harvey, 
Slivova, Jiang, & Sliva, 2005).  
 
Das Gewebeüberleben nach akutem Lungenschaden (ALI) hängt von der sofortigen 
Alveolarreparatur ab, ein Prozess, der häufig durch die Bildung von Granulationsgewe-
be innerhalb der Alveolen gestört wird (Henke et al., 1991). Eine immunhistochemische 
Untersuchung des intraalveolären Granulationsgewebes zeigt, dass sowohl Kapillaren 
als auch Myofibroblasten die wichtigsten Zellbestandteile darstellen (Henke et al., 
1991). Es konnten nach einem ALI angiogene Faktoren auf der Luft-Lungen-
Grenzfläche ausgemacht werden (Henke et al., 1991). 
Ältere Studien zeigten bei Lungenkrankheiten lediglich auftretende Zytokine, die durch 
die Alveolarmakrophagen freigesetzt wurden (Lindsay, 2010). Es sind jedoch sowohl 
strukturelle Zellen wie auch Immuneffektorzellen der Lunge in der Lage, Zytokine zu 
produzieren und freizusetzen (Kelley, 1990). Die Zytokine, die in den Studien identifi-
ziert werden konnten, waren platelet derived growth factor (PDGF), Interleukin-1 (IL-1), 
transforming growth factor-beta (TGF-beta), tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha), 
insulinlike growth factor I (IGF-I) und Interleukin-6 (IL-6) (Kelley, 1990). 
Eine andere Studiengruppe nutzte 2010 die Tatsache, dass das Kontaktherbizid Para-
quat in Menschen und Versuchstieren einen akuten Lungenschaden hervorrufen kann 
(Jian et al., 2010). Die mit Paraquat behandelten Ratten zeigten eine gesteigerte Frei-
setzung von Wachstumsfaktoren wie platelet-derived growth factor-A, insulinlike growth 
factor-1 und transforming growth factor-beta 1 (Jian et al., 2010). 
Wieder andere Studiengruppen erhoffen sich von einigen Wachstumshormonen wie 
keratinocyte growth factor (KGF), epithelial growth factor (EGF) und basic fibroblast 
growth factor (bFGF) die Möglichkeit, bei akuten Lungenschäden die geschädigten 
Alveolarwände zu reparieren (Lindsay, 2010). 
2.5 Acute Lung Injury (ALI) und Acute Respiratory Distress Syndrome 
(ARDS) 
Die Lunge ist sehr stark durchblutet, da sie seriell in den Körperblutkreislauf zwischen-
geschaltet ist und außerdem eine hohe Minutenventilation hat. Diese beiden Gegeben-
heiten bedingen die große endotheliale Oberfläche, die flächenmäßig fast an die Alveo-
laroberfläche herankommt (Weibel & Taylor, 1988). Endothelzellen haben vielfältige 
Aufgaben: Sie regulieren den Transport von Nutrienten und Mediatoren, die Adhäsion 
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und Migration von Immunzellen, inflammatorischen und weiteren Zellen (eventuell auch 
von zirkulierenden Tumorzellen), den vaskulären Tonus, die Dichte und die Selektivität 
der Barriere zwischen Blut und Interstitium (Lin, Weisdorf, Solovey, & Hebbel, 2000). 
Endothelzellen sind in den unterschiedlichsten pathophysiologischen Zuständen wie 
z.B. Entzündung, Angiogenese oder Hämostase von großer Wichtigkeit (Rafii, 2000). 
2.5.1 Definitionen  
Das Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) ist eine schwere Form von akutem 
Lungenversagen. Durch diffuse Schädigung der alveolarkapillären Membran v.a. in den 
abhängigen Lungenarealen kommt es zu einer akuten respiratorischen Insuffizienz 
(Sagara, Horie, Anezaki, Miyazawa, & Iizuka, 2010; Greer, 2010b). Das Krankheitsbild 
ist definiert durch einen akuten Beginn mit meist intubationspflichtigen arteriellen Hy-
poxien, durch eine PaO2/FiO2 von weniger als 200mmHg, und bilaterale diffuse Infiltra-
te in Form eines Schmetterlings im Röntgenbild. Für die Diagnosestellung eines ARDS 
sollte immer eine Linksherzinsuffizienz und eine linksatriale Hypertonie ausgeschlos-
sen werden. 1994 definierte die American-European Consensus Conference  das 
ARDS als schwerwiegendste Verlaufsform der „Acute Lung Injury“ (ALI) und erstellte 
einen Behandlungskatalog. Die ALI beschreibt die American-European Consensus 
Conference als ein Syndrom mit Entzündungsreaktion und erhöhter Permeabilität. Sie 
weise ein typisches Muster an klinischen, radiologischen und physiologischen Abnor-
malitäten auf und sei nicht durch die linksatriale oder pulmonale Hypertonie zu erklä-
ren, die mit der ALI häufig auftrete.  
Oft ist die Acute Lung Injury assoziiert mit Sepsis, Aspiration, Pneumonie, Polytrauma, 
seltener mit kardiopulmonalem Bypass, Massentransfusion, Fettembolien, Pankreatitis 
u.a. (Bernard et al., 1994). 
2.5.2 ARDS - eine Krankheit mit hoher Mortalität: Epidemiologie und Ge-
schichte  
Aufgrund einer kaum verbesserten Mortalität von 30-50% und einer Inzidenz von einer 
Person auf 1500 jährlich ist das Acute Respiratory Distress Syndrome weiterhin eine 
Herausforderung für Wissenschaftler und Kliniker (Bernard et al., 1994; Petty, 2003a; 
Ware & Matthay, 2000). Auch eine neuere Studie gibt eine ähnliche Inzidenz mit circa 
80 Fällen pro 100000 Personenjahre an (Rubenfeld et al., 2005).  Auf Intensivstationen 
ist das ARDS nur in ca. 7%  für ein akutes respiratorisches Versagen verantwortlich 
(Roupie, 2000). Man geht jedoch davon aus, dass es bei ca. 15-20% der Patienten, die 
intubiert und länger als 24 Stunden auf einer Intensivstation sind, die Ursache für ein 
akutes Atemversagen ist (Luhr et al., 1999). 
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Geschichtlich muss man bis zum Ersten Weltkrieg zurückgehen, da bereits damals bei 
Kriegsverletzten vielfach progressive Lungenversagen beobachtet werden konnten. 
1967 beschrieben Ashbaugh et al. dieses Syndrom bei 12 Patienten. Ihnen allen war 
ein akut auftretendes, rasch progredientes Atemversagen, tachypnoeische Atmung, 
eine refraktäre Hypoxämie, diffuse bilaterale Lungeninfiltrate und eine verminderte re-
spiratorische Compliance gemeinsam. Fünf dieser Erkrankten konnten mithilfe von 
mechanischer Beatmung mit positivem end-expiratorischem Druck am Leben erhalten 
werden. 1971 publizierten Ashbaugh und Petty den Kriterienkatalog zur Diagnosestel-
lung des ARDS. Bis 1988 blieb dieser weitgehend unverändert und wurde erst 1994 
durch den Katalog der American-European Consensus Conference ersetzt (Bernard et 
al., 1994).  
2.5.3 ARDS: Klinik, Auslöser  
Das ARDS ist charakterisiert durch Dyspnoe, schwere Hypoxämie mit respiratorischer 
Alkalose und im Verlauf durch eine Hyperkapnie. Dieser klinisch schwere Zustand 
kann innerhalb von einigen Stunden eine mechanische Beatmung notwendig machen. 
Die Ursache dieses Krankheitsbildes ist eine Erhöhung der Gefäßpermeabilität, die 
direkte oder indirekte Auslöser haben kann (Steinberg et al., 1994). Man unterscheidet 
das ARDS of pulmonary origin (Pneumonie, Aspiration) und extrapulmonalen Ur-
sprungs (Sepsis, schweres Trauma, Massentransfusion). Es scheint biologische Unter-
schiede zu geben, z. B. dass bei indirektem Trauma der Endothelzelle eine ganz ent-
scheidende Rolle in der Pathogenese zukommen dürfte.  Direkte pulmonale Auslöser 
sind Pneumonie, Aspiration, Lungenkontusion, Inhalations- und Barotrauma, extrapul-
monale Auslöser können Sepsis, Schock, Polytrauma, Verbrennung, Verbrauchskoa-
gulopathie und eine Massentransfusion sein (Leutz & Sybrecht, 1999).  
2.5.4 Pathogenese des ARDS  
Das Krankheitsbild des ARDS wird pathophysiologisch in ein akutes exsudatives Sta-
dium und ein darauf folgendes chronisches proliferatives Stadium unterteilt. Die Pha-
sen können dabei fließend ineinander übergehen (Leutz et al., 1999).  
Im akuten Stadium kommt es zu einem Untergang der Pneumozyten Typ I und zu einer 
erhöhten Permeabilität der alveolarkapillären Membran. Diese kommt durch einen dif-
fusen transmuralen alveolären Zellschaden zustande, wobei die endothelial-
interstitielle (d.h. endotheliale) und die interstitiell-alveoläre (d.h. epitheliale) Barriere 
zerstört werden (Steinberg et al., 1994). Folglich werden die Alveolarräume mit einem 
inflammatorischen Exsudat gefüllt, das ebenso viele Proteine wie Blutplasma enthalten 
kann. Es kommt zu einem Übertritt von Proteinen über 60 kDa Molekulargewicht im 
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Rahmen einer nicht-selektiven Schrankenstörung, wodurch konsekutiv der Surfactant 
inaktiviert wird (Petty, 2003b). Nach 1-2 Tagen befinden sich bereits hyaline Membra-
nen in den Alveolen und Mikrothromben aus Fibrin, Thrombozyten oder Fettembolien 
in den Kapillaren (Leutz et al., 1999).  
Im chronischen Stadium führen Ödem, Fibrosierung und Zellproliferation zu einer pro-
gressiven Verdickung von Endothel, Epithel und Interstitium. Die Pneumozyten Typ II 
differenzieren sich nicht mehr in Pneumozyten Typ I, wodurch nicht mehr genügend 
Surfactant zur Verfügung steht, und folglich die Oberflächenspannung nicht mehr her-
abgesetzt wird (Leutz et al., 1999). Die hohe Wandspannung in den Alveolen führt zur 
Entstehung von Mikroatelektasen, die zu intrapulmonalen Rechts-Links-Shunts mit 
Hypoxie führen (Bernard et al., 1994). Durch die verlängerte Diffusionsstrecke der Al-
veolargefäße wird die Perfusion verschlechtert und es kommt zur respiratorischen In-
suffizienz. Eine komplette Erholung ist ab dieser Phase kaum noch möglich (Greer, 
2010a). Die pulmonale Compliance wird herabgesetzt und die funktionale Residualka-
pazität nimmt ab. Eine Erhöhung des Lungengefäßwiderstandes führt zu einem An-
stieg des pulmonalarteriellen Drucks (Leutz et al., 1999).  
Die funktionierende Gasaustauschfläche der Lunge wird durch das Ödem und den 
Gewebeumbau, der gelegentlich zu einer Fibrosierung mit dennoch recht guter Prog-
nose führen kann, meist passager stark verkleinert. Beim schweren ARDS macht sie 
nur noch ca. 20-30% der gesamten Fläche aus (Bachofen & Weibel, 1977). Sowohl 
das Acute Lung Injury (ALI) als auch seine schwere Form, das Acute Respiratory 
Distress Syndrome (ARDS) sind wie in 2.5.1 erklärt durch einen diffusen transmuralen 
(endothelialen und epithelialen) Alveolarwandschaden gekennzeichnet. Es kommt 
hierbei zu einem starken Epithelzellschaden und -zelltod (Matute-Bello et al., 1999). 
Auch ein pulmonaler Endothelzelltod und eine Dysfunktion des pulmonalen Gefäß-
Netzwerkes scheinen hierbei typisch zu sein. Es kommt zu vaskulären Läsionen in 
großen Pulmonalarterien (Tomashefski et al., 1983), und bis die Hälfte aller Lungenka-
pillaren werden bei ARDS defekt (Bachofen et al., 1977; Tomashefski et al., 1983). 
Bachofen und Weibel verdeutlichen 1977 diesen Endothelzelltod und Kapillaruntergang 
mithilfe von elektronenmikroskopischen Studien (Bachofen et al., 1977). Im Verlauf 
zeigen auch Tiermodelle den endothelialen Zelltod, z.B. durch Studien, in denen es zu 
einem akuten Lungenschaden nach LPS-Injektion kommt (Fujita et al., 1998; Kawasaki 
et al., 2000). Der schwere Gewebeschaden, der bei einer Acute Lung Injury oder Acute 
Respiratory Distress Syndrom auftritt, führt vermutlich zu einer inflammatorischen Ant-
wort und zu Reperaturprozessen, die wiederum eine weitere Apoptose oder Nekrose 
von Endothel- oder Epithelzellen bedingen (Fujita et al., 1998; Kawasaki et al., 2000; 
Kitamura et al., 2001; Rafii, 2000).  
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Bestimmte Areale werden geschädigt, andere nicht. Nach Gattinoni wird die Lunge in 
gesunde und kranke Areale eingeteilt. Innerhalb der Zone mit gesunder Lunge, funkti-
oniert diese ohne Einschränkungen. In der restlichen Lunge gibt es nun zwei verschie-
dene Bereiche. Es existieren Flächen, wo im Prinzip noch gesunde Alveolen kollabiert 
und atelektatisch sind. Diese können durch eine maschinelle Beatmung mit PEEP wie-
der am Gasaustausch teilnehmen. Anders hingegen ist es bei den Shunt-Arealen, in 
denen durch alveoläre/vaskuläre Okklusionen ein alveolärer Totraum existiert. Hier 
kann auch eine maschinelle Beatmung keinen Gasaustausch mehr ermöglichen.  
2.6 Readouts bei akutem Lungenschaden  
Welche Endpunkte können überhaupt bei einem akuten Lungenschaden gemessen 
werden? Wenn wir von der Definition des ARDS ausgehen, erscheint die Gasaus-
tauschstörung ein zentraler Parameter des akuten Lungenschadens zu sein. Entspre-
chend ist die PaO2/FiO2, also das Verhältnis des Sauerstoff-Partialdruckes in Relation 
zur Fraktion des inspirierten Sauerstoffs, ein solches Maß. Weiter können auch Para-
meter der Lungenmechanik über das Ausmaß des Lungenschadens Auskunft geben, 
und in der Tat wird zum Teil auch die pulmonale Compliance nicht nur in der Klinik, 
sondern auch im Nagerversuch bestimmt. Als weitere Parameter können Messparame-
ter des Permeabilitätsödems wie das Nass-Trockengewicht der Lunge bestimmt wer-
den: Wird eine Lunge mit Lungenschaden gewogen und dann mehrere Tage in einem 
Ofen bei recht hoher Temperatur (60-80°C) getrockne t, so kann das Gewicht vorher 
und nachher, also das Nass-Trockengewicht bestimmt werden. Auch können Kapillar-
schranken-Dichten-Bestimmungen als Ausmaß des Lungenschadens durchgeführt 
werden, mit radioaktiven Tracern wie Jod 125-Albumin oder Jod 131-Albumin, das 
nach Freiperfusion der Lunge von Blut bei der Sakrifizierung des Tieres dann Ausmaß 
des Ödems ist. Gleichermaßen kann mit Farbstoffen wie Evans-Blau aus dem Homo-
genat der Lunge oder mit Fluoreszenz-Farbstoffen wie FITC-gelabeltem Albumin solch 
eine Bestimmung durchgeführt werden.  
Auch morphologische Kriterien können zur Quantifizierung eines akuten Lungenscha-
den benutzt werden. So werden zum Teil Scores bei histologischen Schnitten für die 
beobachtbaren Strukturveränderungen wie Leukozyteninfiltration, Septen-Ödem im 
Sinne der Septendicke, Ausmaß des alveolären Infiltrates und alveolären proteinrei-
chen Ödems etc. verändert. Wird dies noch strukturierter, z.B. mittels „unbiased stereo-
logy“, also mit Methoden der strukturierten Sammlung von Stichproben von Gewebe in 
der Lunge durchgeführt, können sehr genaue quantitative Angaben zum Lungenscha-
den gemacht werden.  
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Auch können heute mit modernen bildgebenden Verfahren (Bsp: Mikro-CT für Mäuse / 
Nager) teils intravital, teils erst bei Sakrifizierung Lungenschäden quantifiziert werden.  
2.7 Stamm- und Progenitorzellen: Was sind das?  
Die heutige Medizin ist einem ständigem Wandel unterworfen. Im Laufe der letzten 
Jahrzehnte konnten Infektionen und maligne Tumore immer besser behandelt werden. 
Nichts desto trotz sind weitere Fortschritte nötig. Besonders im Bereich der Reparatur 
von beschädigten Organen fehlen Behandlungsmöglichkeiten. Aus diesem Grund ist 
die Transplantation solider Organe immer wichtiger geworden. Doch sind mit ihr viele 
Schwierigkeiten verbunden. So muss das richtige Mittelmaß zwischen Abstoßungsre-
aktion und Tumorwachstum gefunden werden, der Pool an Spenderorganen ist stets 
sehr limitiert, und es ist bisher nicht möglich, eine gute Langzeitprognose abzugeben.  
Die gegenwärtige Forschung beschäftigt sich zunehmend mit der regenerativen Medi-
zin, der Medizin, die das Ziel hat, geschädigte Organe mit Stamm- und Vorläuferzellen 
zu heilen, und dem Tissue Engineering (Slayton & Spangrude, 2004). Tissue Enginee-
ring ist eine Wissenschaft, die das Ziel hat, menschliche und tierische Gewebe oder 
zumindest deren Funktion durch biotechnologische Methoden nachzuahmen. Beide 
Gebiete sind jedoch noch in den Anfängen der Erforschung. Als Quellen für die Rege-
neration der Organe dienen embryonale und adulte Stammzellen sowie aus ihnen ge-
netisch veränderte Zellen. Die Verwendung von embryonalen Stammzellen ist durch 
zusätzliche ethische und gesetzliche Regeln eingeschränkt (Slayton et al., 2004). 
Durch die Verwendung von adulten Stammzellen können diese Limitationen vermieden 
werden. Bis vor kurzem war man der Überzeugung, dass adulte Stammzellen lediglich 
in der Lage sind, das Gewebe hervorzubringen, aus dem sie entstammen. Diese An-
sicht ist mittlerweile überholt, und man weiß, dass adulte Stammzellen sich auch in 
andere Gewebe, aus denen sie nicht abstammen, differenzieren können, also „plas-
tisch“ sind. Plastizität oder Transdifferenzierung stehen für das Annehmen eines uner-
warteten Phänotyps in einer bestimmten Zelllinie. Wenn sich z.B. aus einer hämato-
poetischen Stammzelle zunächst Progenitoren, dann Präkursoren und letztendlich E-
rythrozyten oder Granulozyten differenzieren, ist das normal. Unnormal oder zumindest 
unerwartet ist jedoch, wenn diese hämatopoetische Stammzelle sich in einen Kardio-
myozyten differenziert. Dieser Vorgang nennt sich Transdifferenzierung. Die Transdif-
ferenzierung von hämatopoetischen Stammzellen zu Kardiomyozyten ist erst einmal 
gezeigt worden (Orlic, 2002), obwohl es bis zu diesem Zeitpunkt angezweifelt wird.  
Zelluläre Fusion heißt, dass zwei unterschiedliche Zellen ein Hybrid bilden. Das Reifen 
dieses Hybrids ist dabei hauptsächlich vom Kern der undifferenzierteren Zelle verur-
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sacht, während der Phänotyp eher durch die differenziertere Zelle festgelegt wird 
(Anversa, Leri, & Kajstura, 2006). 
Aufgrund der Tatsache, dass hämatopoetische Stammzellen sich nach der Injektion 
kaum in Kardiomyozyten differenzieren und die Hybridzellen sich nicht nennenswert 
proliferieren, ist eine Bearbeitung der Stammzellversuche zugunsten der myokardialen 
Funktion notwendig. Diese Zellen sollten nach Möglichkeit andere Funktionen erfüllen, 
wie die Festigung einer infarzierten Myokardregion. Ein anderer „parakriner“ Effekt wä-
re eventuell durch eine verbesserte Durchblutung z.B. durch Produktion von lokalen 
Signalmolekülen erreichbar und könnte so das Absterben von Kardiomyozyten verhin-
dern (Murry, Reinecke, & Pabon, 2006). Durch die Injektion des zellfreien Überstandes 
aus der Kultur konnte ebenfalls das Resultat transplantierter mesenchymaler Stamm-
zellen erreicht werden (Gnecchi et al., 2005; Gnecchi et al., 2006). Bis dato konnte 
keine Lösung gefunden werden, neues und schlagendes Myokard im Infarktareal zu 
produzieren. Es gibt dennoch Aussicht auf neue Therapieansätze mit dem Hinblick 
darauf, dass die Zelltherapien die Funktionalität des Organs verbessern (Gnecchi et 
al., 2005; Laflamme & Murry, 2005; Murry, Field, & Menasche, 2005). 
Durch die Plastizität der adulten Stammzellen wäre es grundsätzlich möglich, Kno-
chenmarkstammzellen zur Reparatur geschädigter Kardiomyozyten infolge eines i-
schämischen Schadens, pankreatische Inselzellen zur Besserung eines insulinabhän-
gigen Diabetes mellitus oder Stammzellen zur Verbesserung der Substanzia nigra bei 
einem Morbus Parkinson zu benutzen. Diese enorme Plastizität von Stamm- und Vor-
läuferzellen ist vermutlich die Reversion in ein Stadium, das dem embryonaler Stamm-
zellen vergleichbar ist (Wei, Schubiger, Harder, & Muller, 2000). Diese Annahme setzt 
voraus, dass ein differenziertes Stadium dieser Zellen reversibel sein kann (Blau, Bra-
zelton, & Weimann, 2001). Weiterhin unklar ist hierbei, ob diese Zellen, die eine neue 
Aufgabe übernommen haben, dieser ausreichend lange nachgehen, oder ob sie sich 
verfrüht in ihr Ausgangsgewebe zurückverwandeln. Auch Zellen in Geweben haben 
mehr Fähigkeiten als bisher angenommen. So ging man vorerst davon aus, dass Haut-
stammzellen uni- oder bipotent sind, doch dann erkannte man, dass sie auch multipo-
tente Progenitorzellen beinhalten können (Liang & Bickenbach, 2002; Sell, 2006).  
Beim Blick in die Tierwelt fällt bei einigen primitiven Organismen wie Planarien, Hydra, 
Mollusken, Insekten, Crustacea und bei Sternfischen die Regeneration von Extremitä-
ten und auch Organen ins Auge. Auch Amphibien wie Frösche und Salamander besit-
zen die Fähigkeit z.B. Extremitäten zu regenerieren. Um diesen Vorgang vollziehen zu 
können, dedifferenzieren sich die Zellen in den zu reparierenden Geweben. Man nennt 
sie dann „Regenerationsblastem“, und sie können vermutlich die Vorgänge wiederho-
len, die in der Embryogenese abgelaufen sind, um das Gewebe aufzubauen (Slayton 
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et al., 2004). Sie sind allerdings nicht pluripotent, denn sie regenerieren das Gewebe, 
aus dem sie entstammen. Wenn z. B. Zellen aus der Extremität in ein Auge transplan-
tiert werden, so entspringen im Auge Extremitätenanteile. Diese Verläufe bilden einen 
wichtigen Ausgangspunkt für das Ergründen der Geweberegeneration.  
Durch die Tatsache, dass die Lunge seriell in den Blutkreislauf geschaltet ist und ein 
hohes Minutenvolumen hat, hat sie eine fast genauso große endotheliale Oberfläche 
wie die Alveolarfläche (Weibel et al., 1988). Endothelzellen haben folgende Funktio-
nen: Sie regulieren den Transport von Nutrienten und Mediatoren, die Adhäsion von 
Immunzellen, inflammatorischen und anderen Zellen (eventuell auch von zirkulieren-
den Tumorzellen), den vaskulären Tonus, die Dichte und die Selektivität der Barriere 
zwischen Blut und Interstitium (Lin et al., 2000). Bei den unterschiedlichsten pathophy-
siologischen Zuständen, wie Entzündung, Angiogenese oder Hämostase spielen Endo-
thelzellen eine wichtige Rolle (Rafii, 2000).  
Das Acute Lung Injury (ALI) und das Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS), 
seine schwere Form, sind durch einen diffusen transmuralen (also endothelialen und 
epithelialen) Alveolarwandschaden gekennzeichnet, bei dem es zu einem schweren 
Epithelzellschaden und -zelltod kommt (Matute-Bello et al., 1999). ALI und ARDS ge-
hen meist mit einem pulmonalen Endothelzelltod und Dysfunktion des pulmonalen Ge-
fäß-Netzwerkes einher. Es kommt zu vaskulären Läsionen in großen Pulmonalarterien 
(Tomashefski et al., 1983) und bis zur Hälfte der Lungenkapillaren bei ARDS werden 
eingebüßt, wie man elektronenmikroskopisch darstellen kann (Bachofen et al., 1977). 
Auch in Tierstudien, bei einem akuten Lungenschaden nach LPS-Injektion, war der 
endotheliale Zelltod deutlich erkennbar (Fujita et al., 1998; Kawasaki et al., 2000). Im 
Rahmen des schweren Gewebeschadens von ALI und ARDS kommt es zu einer aku-
ten inflammatorischen Antwort und nachfolgenden Reparaturprozessen, die zu weiterer 
Apoptose oder Nekrose von Endothel- oder Epithelzellen führen können (Fujita et al., 
1998; Kawasaki et al., 2000; Kitamura et al., 2001; Rafii, 2000). 
Während sich reife Endothelzellen als einschichtige Zelloberfläche in adulten Gefäßen 
befinden, vermutet man, dass EPC durch spezifische inflammatorische Reize oder 
Schädigungen stimuliert werden und dadurch aus dem Knochenmark in das periphere 
Blut ausschwemmen (Bull et al., 2003; Rafii, 2000). Man geht davon aus, dass die 
vaskulären Endothelzellen ihren Ursprung im Knochenmark haben und dass aus dem 
Hämangioblast, einer hämatopoetischen Stammzelle die endotheliale Progenitorzelle 
hervorgeht (Choi, Kennedy, Kazarov, Papadimitriou, & Keller, 1998; Shi et al., 1998). 
Nach einer Einzelzelltransplantation einer hämatopoetischen Stammzelle (Lin--, Sca-
1+, c-Kit+) in eine Maus kommt es daher zur Rekonstitution des hämatopoetischen 
Systems und zu einer Blutgefäßregeneration (Grant et al., 2002). Infolgedessen besit-
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zen die adulten hämatopoetischen Stammzellen die Fähigkeit, sich klonal in alle häma-
topoetischen Zelllinien, also auch in Endothelzellen, zu teilen und haben eine funktio-
nale Hämangioblast-Aktivität (Grant et al., 2002). Speziell die Mobilisation von EPC, 
hier als CD133+, CD34+ und VEGFR2+ sowie VE-cadherin+ definiert, ist als Folge von 
vaskulären Insulten wie aortokoronaren Bypassoperationen oder Gewebetrauma und 
Ischämie bei Verbrennungen festzustellen (Gill et al., 2001b). Man hat dabei ein An-
steigen der EPC um das 50fache und eine Normalisierung binnen 48-72 Stunden se-
hen können. Zeitgleich fielen VEGF-Plasmaspiegel  und andere Botenstoffe auf, die 
wahrscheinlich mit dem EPC-Anstieg verbunden sind (Gill et al., 2001b).  
Stammzellen werden im Knochenmark gebildet, sie haben die Fähigkeit, sich selbst zu 
erneuern und sich bei Bedarf uneingeschränkt und undifferenziert zu vermehren. Sie 
können Tochterzellen produzieren und Gewebe erneuern.  
In der Embryogenese bildet der Zellhaufen der Blastozyste drei primäre Keimbahnen: 
Endoderm, Mesoderm und Ektoderm. Aus diesen drei Keimblättern entwickeln sich 
später alle fetalen Anlagen (Neuringer & Randell, 2004). 
Man differenziert bei den Stammzellen zwischen: 
- Totipotenz: Fähigkeit, die plazentazugehörige Trophoblastenhülle zu generieren und 
einen vollständigen Embryo zu formen, 
- Pluripotenz: Die embryonalen Stammzellen können außer der Trophoblastenhülle 
sämtliche Zellarten bilden und 
- Omnipotenz: Die omnipotenten Stammzellen haben die Fähigkeit, alle gewebsspezifi-
schen Zellen eines Organverbandes zu erneuern. 
West und Daley variierten die Kulturbedingungen in embryonalen Stamm- und Keim-
zellen in ihren Versuchen durch die Zugabe eines Differenzierungs-Inhibitors (leukemia 
inhibitory factor) und erreichten damit die Konservierung der Pluripotenz der Stammzel-
len. Embryonale pluripotente Zellen haben theoretisch eine nahezu unbegrenzte thera-
peutische Vielfalt (Neuringer et al., 2004; West & Daley, 2004). 
Auf der einen Seite sind die Gewinnung und die Verwendung von embryonalen 
Stammzellen ethisch und gesetzlich streng limitiert, andererseits ist die weitere Erfor-
schung der Stammzellen sehr wichtig im Hinblick auf das hohe therapeutische Poten-
zial und die vielen offenen Fragen, wie Oberflächenstruktur und Histokompatibilität, 
Gewinnung der Stammzellen und Kulturbedingungen (Khakoo & Finkel, 2005; Sylves-
ter & Longaker, 2004; Donovan & Gearhart, 2001a). 
Eine hohe Tumorbildungsrate der embryonalen Stammzellen könnte jedoch eine we-
sentliche Einschränkung ihrer Anwendung darstellen (Mailänder, Rojewski, Burkhart, 
Körper, & Schrezenmeier, 2005). 
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Lange Zeit war man der festen Meinung, dass adulte Stammzellen vorwiegend für die 
Erhaltung der Zellpopulation in erwachsenem Gewebe, für Selbsterneuerung und für 
die Aufrechterhaltung der Gewebehomöostase zuständig sind. Außerdem dachte man, 
dass die terminale Differenzierung einer Stammzelle zur Gewebszelle linear einem 
vorgegebenen Weg folge und irreversibel sei.  
Aktuellere Forschung widerlegt dieses grundsätzliche Verständnis adulter Stammzel-
len. Die Ergebnisse zeigten, dass das Knochenmark nicht allein „Zellspeicher“ für 
Stammzellen der Hämatopoese ist, sondern auch Ausgangspunkt von Progenitorzellen 
(Krause, 2002), die sich in vivo vor allem zu Endothelzellen (Asahara et al., 1997; Rafii 
et al., 1995; Yamada et al., 2004), in geringerem Maß zu Epithelzellen (Abe et al., 
2004; Kotton et al., 2001; Krause et al., 2001; Okamoto et al., 2002; Spencer et al., 
2005; Suratt et al., 2003; Yamada et al., 2004), mesenchymalen Stammzellen 
(Rochefort et al., 2005; Sata et al., 2002), Hepatozyten (Lagasse et al., 2000), 
gestreiften (Ferrari et al., 1998), glatten (Hillebrands et al., 2001) und Herzmuskelzellen 
(Orlic et al., 2001), sowie Fibroblasten, Myofibroblasten (Epperly, Guo, Gretton, & 
Greenberger, 2003; Pereira et al., 1995) und Nervenzellen (Eglitis & Mezey, 1997; Me-
zey, Chandross, Harta, Maki, & McKercher, 2000) differenzieren. 
Was die o.g. Differenzierung der Stamm- zu Körperzellen anbelangt, so zeigen neuere 
Daten, dass sich nicht nur neuronale, sondern auch Muskelzellen (Jackson, Mi, & 
Goodell, 1999) in Blutzellen zurückverwandeln können (Bjornson, Rietze, Reynolds, 
Magli, & Vescovi, 1999). 
2.8 Bedeutung endothelialer Progenitorzellen, zirkulierender endothelia-
ler Progenitorzellen und zirkulierender Endothelzellen 
Endotheliale Progenitorzellen können sich im Gegensatz zu ausgereiften Endothelzel-
len gut proliferieren (Bompais et al., 2004) und besitzen die Fähigkeit, zu geschädigten, 
traumatischen oder ischämischen Endothel zu migrieren und dort eine Reparatur oder 
Erneuerung des Gefäßes zu veranlassen (Bompais et al., 2004; Espinosa-Heidmann, 
Caicedo, Hernandez, Csaky, & Cousins, 2003; Hu, Davison, Zhang, & Xu, 2003; Park 
et al., 2004; Sata, 2003; Werner et al., 2003; Xu, Zhang, Davison, & Hu, 2003; Yamada 
et al., 2004). Reife Endothelzellen, die im Blut zirkulieren, werden als Zellen, die sich 
nach einem vaskulären Insult aus der Gefäßwand herauslösen und keine wichtige re-
parierende Funktion haben, aufgefasst. Eine Vielzahl von zirkulierenden EPC ist ver-
bunden mit einer guten vaskulären Funktion, mit verminderten kardiovaskulären Risiko-
faktoren (Heiss et al., 2005; Hill et al., 2003) und geringeren Todesraten (Werner et al., 
2005). Insofern werden zirkulierende und funktionierende EPC als Reparaturzellen des 
vaskulären Bettes angesehen (Blann et al., 2005; Kubo, 2005). Bei einem akuten Myo-
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kardinfarkt beobachtet man an Tag 7 einen Anstieg der endothelialen Progenitorzellen 
ca. um den Faktor 3 (Shintani et al., 2001b). Neue Studienergebnisse lassen vermuten, 
dass Patienten mit einem akuten Lungenschaden, die viele zirkulierende EPC besit-
zen, eine bessere Überlebenszeit haben als Patienten mit weniger zirkulierender EPC 
(Burnham & Moss, 2006; Burnham et al., 2005). Bei Pneumoniepatienten stellt man 
ebenfalls eine erhöhte Zahl an zirkulierenden EPC fest (Yamada et al., 2005). Bei ra-
diologischen Kontrollen fällt auf, dass „fibrotische“ Veränderungen gehäuft bei Patien-
ten mit wenig zirkulierenden EPC auftreten. Man geht davon aus, dass die zirkulieren-
den EPC eine wichtige Funktion in der Reparatur eines Gewebeschadens, der durch 
eine Pneumonie zustande gekommen ist, haben (Yamada et al., 2005). Bei gesunden 
erwachsenen Menschen ist die Zahl der zirkulierenden EPC klein (Mancuso et al., 
2001; Powell et al., 2005), sie variiert jedoch erheblich mit der angewandten Bestim-
mungstechnik und dadurch auch mit der Definition dieses Zelltyps (Blann et al., 2005). 
Die endothelialen Progenitorzellen sind im Nabelschnurvenenblut scheinbar dreimal so 
viel vorhanden wie im peripheren Blut.  
Bei Bedarf wird im Körper Gewebe ersetzt. Dies kann auf zwei verschiedene Weisen 
erfolgen. Eine Möglichkeit ist, dass differenzierte Zellen durch neu generierte Populati-
onen von Zellen abgelöst werden, die von einem bestehenden Pool von Stammzellen 
abstammen. Dies ist z. B. charakteristisch für Blutzellen. Hier entstehen hämatopoeti-
sche Vorläuferzellen aus wenigen, sich regelmäßig selbst erneuernden Stammzellen 
(„asymmetrische Teilung“) mithilfe einer regulierten Differenzierung und den entspre-
chenden Zytokinen oder Wachstumshormonen, wobei bestimmte Zelllinien vorhanden 
sind (Asahara & Isner, 2004). Bei dem Gewebeersatz in der Lunge ging man in der 
Vergangenheit davon aus, dass die abgestorbenen Zellen allein aus der Umgebung 
des Schadens innerhalb des gegebenen Gewebes und unter Umständen durch lun-
genresidente Stammzellen - die Organstammzellen - ersetzt werden (Kim, Lee, Lee, & 
Ro, 2005). Dementsprechend können z. B. multipotente Stammzellen des Trache-
obronchialepithels in Stammzellnischen längs der Bronchien, außerdem häufig in der 
Nähe von neuroendokrinen Zellen und distal am bronchoalveolären Übergang, das 
umfassende respiratorische Epithel wieder aufbauen (Giangreco, Shen, Reynolds, & 
Stripp, 2003; Hong, Reynolds, Watkins, Fuchs, & Stripp, 2004c; ten Have-Opbroek, 
Randell, & Stripp, 2004). Nach unserem Wissen entstehen Alveolarepithelzellen, also 
Pneumozyten Typ I aus Typ II Pneumozyten (Fehrenbach et al., 1995). Und die bevor-
zugte Verteilung der Pneumozyten Typ II in der adulten Lunge als Zell-Cluster verstärkt 
die Hypothese von entsprechenden Typ II-Stammzell-Nischen (ten Have-Opbroek et 
al., 2004). Eine zweite Möglichkeit, Gewebe zu ersetzen, sind die aus dem Knochen-
mark stammenden Stammzellen und Progenitorzellen, die scheinbar in der Lage sind, 
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sich zu den Zellen zu differenzieren, die am Ort der Schädigung zur Reparatur ge-
braucht werden (Rafii, 2000; Springer, Brazelton, & Blau, 2001; Yamada et al., 2004). 
 
Abbildung 1: Residente Stammzellpopulationen in der Lunge.  
A. In den proximalen Luftwegen sind basale und parabasale Zellen in submukösen Drüsen (submucosal 
gland, SMG) und Drüsengängen, definiert als Cytokeratin 5/14 positiv die am meisten proliferierenden 
Zellen, die sich mit dem Proliferationsmarker Ki67 färben. Analog zur Haut sind somit diese Zellen tran-
sient amplifzierende Zellen, die morphologisch nicht von unidentifizierten primitiven Stammzellen in den 
proximalen kartilaginösen Atemwegen unterscheiden (Boers, Ambergen, & Thunnissen, 1998). Weitere 
Arbeiten ergeben ähnliche Befunde (Borthwick, Shahbazian, Todd Krantz, Dorin, & Randell, 2001; Duan, 
Sehgal, Yao, & Engelhardt, 1998; Engelhardt, Schlossberg, Yankaskas, & Dudus, 1995; Hong, Reynolds, 
Watkins, Fuchs, & Stripp, 2004a; Hong, Reynolds, Watkins, Fuchs, & Stripp, 2004b; Schoch et al., 2004).  
B. Bronchoalveoläre Stammzellen (BASC) sind gegenüber Naphthalen-Schädigung resistente Zellen an 
den bronchoalveolären Duktübergängen. Sie exprimieren Clara Cell Secretory Protein (CCSP) wie auch 
Surfactant-Protein C (SP-C), sind Sca-1+, CD34+, CD45- und PECAM-. Sie können sich selbst erneuern 
und in Clara-like-Zellen und in Typ II-Alveolarzellen in vitro differenzieren. Pulmonale neuroendokrine 
Zellen (PNEC) werden verstanden als Zellen, die partiell die Luftwege nach schweren Schäden mit Verlust 
der Clarazellen repopularisieren (Kim et al., 2005; Reynolds et al., 2000; Reynolds, Giangreco, Power, & 
Stripp, 2000; Reynolds et al., 2004).  
C. Typ II-Pneumozyten bzw. bei Lungenschäden sehr stabile E-Cadherin-Subpopulationen mit gutem 
Proliferationspotential und hoher Telomeraseaktivität (Danto, Shannon, Borok, Zabski, & Crandall, 1995) 
werden als die klassischen Progenitoren der distalen Luftwege betrachtet, indem sie sich selber erneuern 
und sich aus ihnen Typ I-Pneumozyten entwickeln können (Adamson & Bowden, 1974; Adamson & Bow-
den, 1975; Evans, Cabral, Stephens, & Freeman, 1975).  
Details zu den Charakteristika von residenten Stamm- und Progenitorzellen in der Lunge sind in einer 
neuen Übersichtsarbeit dargestellt (Gomperts & Strieter, 2006).  
Seit einigen Jahren gehen Wissenschaftler vom Knochenmark als eine bekannte Quel-
le von Progenitorzellen unterschiedlichster Zelltypen aus (Krause, 2002), darunter En-
dothelzellen (Asahara et al., 1997; Rafii, 2000; Yamada et al., 2004), Epithelzellen 
(Abe et al., 2004; Kotton et al., 2001; Krause et al., 2001; Okamoto et al., 2002; 
Spencer et al., 2005; Suratt et al., 2003; Yamada et al., 2004) , Typ I-Pneumozyten 
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(Kotton et al., 2001), Typ II-Pneumozyten (Krause et al., 2001), mesenchymale 
Stammzellen (Jiang et al., 2002; Rochefort et al., 2005; Sata et al., 2002), Hepatozyten 
(Lagasse et al., 2000; Petersen et al., 1999), kardiomyozytäre (Orlic et al., 2001), 
gestreifte (Ferrari et al., 1998) und glatte Muskelzellen (Hillebrands et al., 2001), 
Fibroblasten oder Myofibroblasten (Epperly et al., 2003; Pereira et al., 1995) und Neu-
ronen (Eglitis et al., 1997; Mezey et al., 2000). Es wird spekuliert, dass mögliche pluri-
potente Stammzellen (sich in alle Körperzellen differenzierende Stammzellen) aus dem 
adulten Knochenmark genauso viel Potenzial haben wie embryonale Stammzellen 
(Gunsilius, Gastl, & Petzer, 2001). Die Vorstellung, dass Alveolarepithelzellen, die aus 
Typ II-Pneumozyten entstehen, aus dem Knochenmark wiederhergestellt werden, ist 
gegenwärtig umstritten (Kotton, Fabian, & Mulligan, 2005). Man vermutet, dass ein 
entscheidender Teil der Reparatur durch Typ II-Pneumozyten nicht durch Zellen aus 
dem Knochenmark fabriziert wird, sondern aus den lokalen Stammzell-Nischen stammt 
(Zander et al., 2005; Zander, Cogle, Theise, & Crawford, 2006). Die Mehrzahl der Wis-
senschaftler ist davon überzeugt, dass Pneumozyten Typ II aus dem Knochenmark ins 
Gewebe wandern können.  
In Bezug auf die Plastizität der Typ II-Pneumozyten erwartete man früher von dieser 
Zelle nur eine epitheliale Differenzierung. Mittlerweile deuten unterschiedliche Studien 
auf eine unter TGF-ß1 induzierte epithelial-mesenchymale Transition der Typ II-Zelle, 
eventuell auch der Typ I-Zelle hin, also eine Differenzierung zu einer mesenchymalen 
Zelle, und schließlich zum Fibroblasten (Zavadil & Bottinger, 2005). Diese Vorstellung 
ist aus Nieren-Fibrosemodellen abgeleitet und bei embryonalem Gewebe akzeptiert. Im 
adulten Gewebe bei Lungenfibrose ist dieses Konzept zwar auch wichtig, aber noch 
umstritten (Kalluri & Neilson, 2003). Bei den Nierenfibrosemodellen vermutet man, 
dass von den Fibroblasten, die durch eine Krankheit entstehen, mehr als ein Drittel aus 
dem lokalen renal-tubulären Epithel stammen (Kalluri et al., 2003), 15% aus dem Kno-
chenmark und ungefähr die Hälfte aus nicht deutlich geklärten Orten. Gegenstand der 
Untersuchungen ist die Frage, woher Fibroblasten grundsätzlich herkommen. Die An-
nahme, dass Fibroblasten „mesenchymale Zellen“ sind, wurde verworfen aufgrund der 
Tatsache, dass Mesenchymzellen kein Fibroblastenspezifisches Protein 1 (FSP1) 
exprimieren. Eine weitere Theorie besagt, dass unter Umständen alle Fibroblasten aus 
einer epithelial-mesenchymalen Transition entstammen, weshalb vielleicht die zirkulie-
renden Fibroblasten oder ihre Vorläufer, die wir möglicherweise Fibrozyten nennen 
müssen, aus endostalem Epithel stammen würden. Es ist folglich noch nicht bekannt, 
welche Verbindung mesenchymale Stamm- und Vorläuferzellen und Fibroblasten ha-
ben (Kalluri et al., 2003).  
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Mesenchymale Stammzellen spielen wahrscheinlich nicht nur für die Reparatur, son-
dern auch für die Pathogenese der Fibrose eine entscheidende Rolle in der Lunge. 
Mesenchymale Stammzellen haben eine Morphologie, die den Fibroblasten sehr äh-
nelt, sie wachsen adhärent und können sich in Adipozyten, Osteoblasten und 
Chondrozyten entwickeln. Man vermutet, dass eine Dysregulation der mesenchymalen 
Stammzellen bei akutem Lungenschaden zu einer falsch weiter geleiteten Reparatur 
führen könnte, die sich durch einen persistierenden Gewebeüberschuss ausdrückt 
(Horowitz et al., 2006). 
Die zirkulierenden mesenchymalen Stammzellen stammen aus dem Knochenmark und 
heißen Fibrozyten. Sie besitzen sowohl Marker von den Leukozyten als auch von me-
senchymalen Zellen (Moore et al., 2005). Es sieht so aus, als wären die Fibrozyten bei 
der z.B. durch Fluorescein-5-isothiocyanat (FITC)-induzierten Lungenfibrose involviert, 
da die experimentelle Inhibition ihrer Rekrutierung in der Maus zu verminderter Lun-
genschädigung führt. Die Aufgaben von Fibrozyten bei der Lungenfibrose werden 
durch ihre Fähigkeit, sich zu Myofibroblasten zu differenzieren, ihrer Rolle bei fibrosie-
renden Prozessen wie Asthma, nephrogener fibrosierender Dermopathie und hypertro-
pher Narbenbildung deutlich (Moore et al., 2005). Fibrozyten können fibrogen sein auf-
grund ihrer Kollagensekretion, ihrer Freisetzung von TGF-ß1, ihrer Aktivierung residen-
ter Fibroblasten und ihrer eigenen Differenzierung zu Fibroblasten, wodurch sie darauf 
CCR2 verlieren. Dies kann ein Nachteil für die Zelle sein, da sie dann über keinen 
Migrationsstimulus mehr verfügt, wenn sie z. B. in einem geschädigten Gewebe ist 
(Moore et al., 2005). Es wird momentan vermutet, dass im Blut ca. 1% der mikrosko-
pisch als Monozyten definierte Zellen Fibrozyten sind.  
Beim Krankheitsbild Asthma versucht man auszumachen, woher die Myofibroblasten in 
so kurzer Zeit von wenigen Stunden entstammen, sprich ob sie aus der glatten Musku-
latur des Luftweges im Rahmen einer plastischen Veränderung, aus dem Knochen-
mark oder möglicherweise aus dem Pool der Fibrozyten generiert werden (Nihlberg et 
al., 2006; Quan, Cowper, & Bucala, 2006; Schmidt, Sun, Stacey, Mori, & Mattoli, 2003; 
Stewart, 2004). Auch hier untersucht man, ob regenerative Zellen aus der Umgebung 
und dem Knochenmark eine wichtige Funktion übernehmen.  
Aus embryonalen Stammzellen konnten Zellen mit spezifischer Expression von Surfac-
tantproteinen differenziert werden (Ali et al., 2002). Diese können sich wiederum in 
bronchiale, bronchioläre und alveoläre Zellen weiterentwickeln (Ali et al., 2002; Coraux 
et al., 2005; Samadikuchaksaraei et al., 2006; Samadikuchaksaraei & Bishop, 2006). 
Die Stammzellen sind für das Verständnis von Gewebereparatur zwar wichtig 
(Papaioannou & Hadjantonakis, 2004; Rathjen & Rathjen, 2004), dabei aber therapeu-
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tisch zunächst ohne Bedeutung, da sie zu unkontrolliertem Wachstum neigen und da-
durch gegebenenfalls auch zu Tumoren führen können. 
Derweil werden ständig neue Therapieansätze mit adulten Stamm- und Progenitorzel-
len in unterschiedlichen klinischen Situationen entwickelt (Assmus et al., 2002; Strauer 
et al., 2002; Tateishi-Yuyama et al., 2002; Wollert et al., 2004). Die Fähigkeit von endo-
thelialen Progenitorzellen, im Blut zu zirkulieren und sich in die Organe einzunisten, 
wird fast nicht mehr in Frage gestellt (Asahara et al., 1997; Hill et al., 2003). 
Die Anzahl und Funktion endothelialer Progenitorzellen ist bei Diabetikern herabge-
setzt. In vitro wurde bei erhöhten Glukosewerten eine niedrigere Proliferation gezeigt. 
Dieses konnte durch die Inhibition der p38 MAP-Kinase verhindert werden (Kuki et al., 
2006). Es wurde eine vermehrte Seneszenz bei 12.5 mmol/l Glukose im Gegensatz zu 
5mmol/l und eine geringere mitogene Aktivität gezeigt. Bei Hypertension sowohl in der 
Ratte als auch im Menschen sind die EPC vermehrt seneszent (Imanishi, Moriwaki, 
Hano, & Nishio, 2005). Ferner scheinen auch Angiotensin II zusammen mit oxidativem 
Stress, Evidenz von Peroxynitritbildung und einer Verminderung der Telomeraseaktivi-
tät Seneszenz bei EPC zu vermitteln und deren Proliferation zu hemmen (Imanishi, 
Hano, & Nishio, 2005a). Dennoch aktiviert Angiotensin II in der Zellkultur auch die 
VEGF-induzierte EPC-Proliferation und erhöht die EPC-Vernetzung in vitro im Matrigel-
Assay (Imanishi, Hano, Sawamura, & Nishio, 2004). Östrogene sind in der Lage, die 
durch Angiotensin II induzierte Seneszenz zu inhibieren, partiell durch Downregulation 
des AT1-Rezeptors (Imanishi, Hano, & Nishio, 2005b).  
2003 wurde der Zusammenhang zwischen der Anzahl zirkulierender EPC, der Brachi-
alarterienreaktivität und dem kardiovaskulärem Risiko gezeigt (Hill et al., 2003).  
Bei der Benutzung von autologen Stammzelltransplantationen, wie dies z. B. in der 
Kardiologie der Fall ist, stellte man interessanterweise fest, dass autologe Stammzellen 
auch von älteren Patienten mit dem gleichen Erfolg verwendet werden können 
(Schannwell, Ott, Brehm, Bartsch, & Strauer, 2006).  
EPC können durch unterschiedliche Mechanismen mobilisiert werden. Erythropoietin 
kann in hoher Dosierung zu solch einer EPC-Mobilisation führen (Prunier et al., 2007), 
die z. B. bei einem Myokardinfarkt die Größe des Infarktes durch Kardiomyozytenpro-
tektion und durch höhere Kapillardichte verkleinert. Auch Chemotherapie kann schein-
bar die Anzahl von EPC erhöhen, wobei bei Brustkrebspatientinnen allerdings auch 
schon vor der Therapie mehr zirkulierende endotheliale Progenitorzellen im Vergleich 
zu gesunden Kontrollpatientinnen vorhanden sind (Furstenberger et al., 2006). Im Se-
rum der Patientinnen waren auch VEGF, Erythropoietin und Angiopoietin-2 erhöht, was 
vermuten lässt, dass durch die Chemotherapie eine pro-angiogene Situation hervorge-
rufen wird. Auch bei anderen Untersuchungen von Krebspatienten (Beerepoot et al., 
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2004; Mancuso et al., 2001) konnten vermehrte EPC zusammen mit dem Tumorauftre-
ten gesehen werden. 
Eine Studiengruppe untersuchte den Effekt von Granulozyten-Kolonie stimulierenden 
Faktor (G-CSF) auf EPC. G-CSF erhöht bei koronarkranken Patienten die EPC, die bei 
diesen um das fünffache abgesunken sind (Heeschen et al., 2004; Powell et al., 2005). 
Die endothelialen Progenitorzellen steigen sofort um den Faktor 100 an und sinken 
dann ab, so dass sie nach zwei Wochen noch um das 20fache gegenüber den An-
fangswerten erhöht sind (Powell et al., 2005). Sie sind jedoch vermindert funktional, 
weshalb sie in vitro eine schlechte Migrationfähigkeit gegenüber VEGF und Stroma 
Cell-derived Factor-1 (SDF-1) haben. Ein weiterer Faktor, der wichtig für die Aktivie-
rung von EPC ist, ist Sphingosin-1-Phosphat, das durch ein CXCR4-abhängiges Signa-
ling via den S1P3-Rezeptor arbeitet (Walter et al., 2007). Auch NO scheint wichtig für 
die Mobilisation von EPC zu sein (Aicher et al., 2003). Klare pro-angiogene Effekte auf 
kultivierte Endothelzellen haben neben progenitor-aktiven Wachstumsfaktoren auch 
Erythropoietin, hämatopoetische Wachstumshormone wie soluble Kit-Ligand (sKitL) 
und Thrombopoietin (Jin et al., 2006a).  
Es wird vermutet, dass beim Homing von EPC die β2-Integrine eine bedeutende Funk-
tion haben, obwohl diese sonst vor allem bei der Leukozytenadhäsion wichtig sind 
(Chavakis et al., 2005; Duan et al., 2006; Springer, 1994a). Des Weiteren wurde beo-
bachtet, dass Selektine auch eine Rolle bei der Adhäsion der EPC einnehmen. Auf-
grund dieser beiden Beobachtungen ist es denkbar, dass beim Stammzell-Homing ein 
analoges Adhärieren bzw. Homing geschehen könnte (Springer, 1994a). Es wird auch 
davon ausgegangen, dass Integrine wie α4β1, das Fibronectin und VLA-4 bindet, beim 
Homing der EPC involviert sind (Duan et al., 2006; Jin et al., 2006b), genauso wie die 
hämostatischen bzw. thromboaktiven Faktoren wie Plättchen und Fibrin wichtig zu sein 
scheinen. Das Homing ist beim akuten Lungenschaden mit dem prokoagulativen und 
antifibrinolytischem Milieu einerseits, aber auch an hinderlichen Orten wie der Alveole 
selbst und nicht nur im möglicherweise geschädigten Alveolarseptum (de Boer et al., 
2006; Langer et al., 2006) vorhanden. Auch die Komplementkomponente C3 und ihre 
Spaltprodukte C3a, desArgC3a und iC3b dürften in der Stimulation der CXCR4-
abhängigen Homing eine Rolle spielen (Ratajczak, Reca, Wysoczynski, Yan, & Ratajc-
zak, 2006). Laut Untersuchungen scheint TNF synergistisch zusammen mit Stromal 
cell derived Factor-1 (SDF-1) für das Stammzell-Homing zu sein (Schannwell et al., 
2006). Inwieweit TNF als wichtigstes Zytokin für eine Mobilisation oder das Homing der 
EPC bedeutend ist, und welche Vorgänge für die Mobilisierung und Proliferation der 
endothelialen Progenitorzellen ablaufen, ist weiterhin Gegenstand der Forschung.  
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Fundamentale Studien aus der Homburger Kardiologie zeigten eine Beeinflussung der 
EPC durch körperliches Training (Laufs et al., 2004; Laufs et al., 2005). So wurde bei 
Gesunden die Zahl der EPC durch 30 Minuten Training bei 80% der anaeroben 
Schwelle mit 2,5 multipliziert, gerade so wie bei 5km/Tag im Laufrad rennenden Mäu-
sen im Vergleich zu normal gehaltenen Mäusen. Nur 10 Minuten Training bei 80% der 
anaeroben Schwelle rief dabei keine Veränderung der EPC-Zahl hervor. Der stärkste 
Anstieg war 10-30 Minuten nach der körperlichen Belastung zu beobachten. Ebenfalls 
die Migrationsfähigkeit der Zellen und die Befähigung, colony forming units zu hervor-
zurufen, waren durch das Training gesteigert (Laufs et al., 2005). Diese Auswirkung 
des Trainings war partiell Stickstoffabhängig. Beim Training in einem subkutanen Angi-
ogenese-Modell trat eine 40% gesteigerte Angiogenese auf, was teilweise auf einen 
antiapoptotischen Effekt für EPC zurückzuführen ist (Laufs et al., 2004).  
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3 Ziele der Studien 
Das Ziel der vorliegenden experimentellen Studie war, ein leicht reproduzierbares Mo-
dell zur Transplantation von Lungengewebe in die Rückenhautkammer der Maus zu 
etablieren, um damit in vivo die Angiogenese und die hämodynamischen Parameter 
der Lungengefäße näher zu untersuchen. Das Endziel war, an dem bereits analysier-
ten Rückenhautkammermodell mit Lungengewebe einen ischämischen Schaden zu 
simulieren und unter dieser Konstellation das „Homing“ von endothelialen Progenitor-
zellen zu studieren. Dabei wurde auf die folgenden fünf Fragestellungen eingegangen: 
 
1. Wie verhält sich ektopes Lungengewebe in der Rückenhautkammer? 
2. Wie verhält sich - im Vergleich zum Lungengewebe - Endometriumgewebe in 
der Rückenhautkammer? 
3. Behält das ektope Lungengewebe in der Rückenhautkammer seine hypoxisch-
vasokontriktorischen Eigenschaften? 
4. Wie ist ein Ischämie-Reperfusionsschaden in der Rückenhautkammer charakte-
risiert? 
5. Wie „homen“ endotheliale Progenitorzellen in dem Ischämie-Reperfusions-
Modell? 
 
3.1 Charakterisierung der Lunge in der Rückenhautkammer 
Das erste und grundlegende Ziel für alle weiteren Versuche unserer experimentellen 
Studie war, ektopes Lungengewebe innerhalb der Rückenhautkammer zu charakteri-
sieren. Die grundlegende Frage war, wodurch die Angiogenese innerhalb ektoper Lun-
genstücke in der Rückenhautkammer gekennzeichnet ist. Wir wollten ein Modell etab-
lieren, mit dem es möglich ist, die Mikrogefäße des Lungengewebes direkt zu visuali-
sieren und so die Parameter der Angiogenese zu untersuchen. Hierzu implantierten wir 
syngenes Lungengewebe in die Rückenhautkammer und analysierten deren Anwach-
sen und Gefäßbildung durch das Intravitalmikroskop über einen Zeitraum von 14 Ta-
gen. 
Rückenhautkammern eignen sich allgemein zur intravitalen Mikroskopie der Mikrozir-
kulation und zur Analyse der Neovaskularisierung z.B. von Granulationsgewebe oder 
Gewebsimplantaten. So lässt sich diese Technik auch auf Lungengewebe anwenden. 
Denn die direkte (ohne Benutzung einer Rückenhautkammer) intravitalmikroskopische 
Untersuchung der Lunge gestaltet sich äußerst schwierig, und entsprechend sind bis-
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her nur wenige derartige Studien publiziert. Der Nachteil des Modells der direkten 
Intravitalmikroskopie der Lunge liegt darin, dass die Mikrozirkulationsanalyse unter 
mechanischer Beatmung meist bei kurzzeitigem Atemstillstand durchgeführt werden 
muss, und als Akut-Präparation keine repetitiven Untersuchungen über einen längeren 
Zeitraum erlaubt. Um diese Nachteile zu umgehen, bot sich das Modell der Rücken-
hautkammer an, das wir als Grundlage für unsere Studie benutzten. Der Vorzug dieser 
Methode gegenüber anderen Mikrozirkulationsmodellen ist, dass hier die Bildung neuer 
Blutgefäße über einen längeren Zeitraum von 2-3 Wochen repetitiv demonstriert wer-
den kann. Durch Analyse mit einem Bildbearbeitungsprogramm können unterschiedli-
che Parameter der Gefäße ausgewertet werden. 
3.2 Vergleich mit Endometrium  
Um das Lungengewebe mit einem anderen Organ vergleichen zu können, zogen wir 
das Endometrium heran. Ziel war herauszufinden, was das Endometriumgewebe von 
dem Lungengewebe in der Rückenhautkammer unterscheidet. Dabei untersuchten wir 
nicht nur die Angiogenese, sondern unterzogen das Endometrium ebenfalls den Hypo-
xie-Hyperoxie-Serien (3.3).  Endometrium war in der Rückenhautkammer eines syri-
schen Goldhamsters bereits etabliert und charakterisiert (Laschke et al., 2005). Zudem 
gehört es zu den nicht überlebenswichtigen Organen und konnte so den Versuchstie-
ren selbst entnommen werden, ohne Spendertiere zu benötigen. Unser Ziel war bei 
dieser Versuchsreihe, die Unterschiede zwischen diesen beiden Gewebearten heraus-
zuarbeiten: Wie unterscheidet sich ihre Angiogenese? Gibt es Unterschiede in dem 
zeitlichen Verlauf des Anwachsens der ektopen Gewebestücke? Sind die hämodyna-
mischen Parameter unterschiedlich? Wie reagiert Endometrium auf die Hypoxie und 
Hyperoxie, der wir auch das Lungengewebe ausgesetzt hatten?  
3.3 Hypoxie-Hyperoxie-Serien 
Die Frage, die wir uns vor dieser Versuchsreihe stellten, war: Verhalten sich die ekto-
pen Lungenstücke innerhalb der Rückenhautkammer wie normales Lungengewebe? 
Denn um die Qualität beziehungsweise die Richtigkeit unserer ersten Versuchsreihe - 
der Charakterisierung von ektopen Lungengewebe in der Rückenhautkammer - festzu-
stellen, war es von großer Wichtigkeit herauszufinden, ob das transplantierte Lungen-
gewebe sich wie gewöhnliches Lungengewebe verhält. Denn nur unter der Bedingung 
würde die weiterführende Untersuchung an dem ektopen Lungengewebe in diesem 
Modell einen Sinn ergeben. Andersherum gefragt, wenn sich das transplantierte Lun-
gengewebe nicht wie normales Lungengewebe verhält, welchen Sinn machen dann die 
Versuche an dem transplantierten Gewebe? Wodurch zeichnet sich Lungengewebe 
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aus, was unterscheidet es von anderem Gewebe? Ein hier in dieser transparenten 
Kammer leicht zu untersuchendes Unterscheidungsmerkmal ist das Verhalten der Ge-
fäße. Lungengefäße sind dafür kennzeichnend unter Hypoxie - im Gegensatz zu allen 
anderen Gefäßen anderer Organe - mit einer Vasokonstriktion zu reagieren. Dieses 
Merkmal ist einmalig. Wenn unsere transplantierten Lungenstücke also diese Funktion 
beibehalten sollten, würde dies die Vermutung nahe legen, dass sie auch sonst ihre 
pulmonalen Eigenschaften beibehalten; wäre dies nicht der Fall, würden wir davon 
ausgehen, dass sie die Eigenschaften des Kammergewebes übernehmen. Beide Re-
sultate sind denkbar, denn zwar handelt es sich um frisch explantiertes intaktes Lun-
gengewebe, das wir in die Kammer implantieren, doch muss dieses einen neuen An-
schluss an das Gefäßnetz bilden und ist insofern anders als herkömmliches Lungen-
gewebe, da es nun nicht mehr an die Ventilation angeschlossen ist. 
3.4 Ischämie-Reperfusionsschaden 
Um später das Homing von endothelialen Progenitorzellen - unser Endziel dieser Stu-
die - zu untersuchen, brauchten wir zunächst ein Schadensmodell. Wir entwickelten ein 
Modell innerhalb der Rückenhautkammer, in dem eines der implantierten Lungenstü-
cke durch mechanischen Druck für eine gewisse Zeit ischämisch gemacht wurde (sie-
he 4.6). So improvisierten wir einen Schaden an einem der Lungenstücke. Die Frage-
stellung bei dieser Versuchsreihe war: Wie macht sich die Ischämie bemerkbar? Wie 
reagieren Lungen- und Kammergewebe auf den Durchblutungsstopp? Um dies zu un-
tersuchen, führten wir den Schaden an gut revaskularisierten Lungengewebsstücken 
durch und mikroskopierten intravital für eine Zeitspanne von 24 Stunden.  
3.5 Homing von endothelialen Progenitorzellen 
Nachdem wir den ischämischen Schaden an einem der Lungenstücke charakterisiert 
und dann analysiert hatten, wie dieser sich auf das betroffene Lungengewebe auswirkt, 
applizierten wir gefärbte endotheliale Progenitorzellen (siehe 4.7.2) und beobachteten 
im Intravitalmikroskop, wohin diese Zellen wanderten. Hierbei war die Frage: Wohin 
werden die applizierten Zellen gehen, wandern die Stammzellen bevorzugt in das ge-
schädigte Lungengewebe? Gehen die Zellen generell vermehrt in das Lungengewebe, 
also auch in die Kontrolllungen? Oder verteilen sich die endothelialen Progenitorzellen 
gleichmäßig oder bleiben sie gar im Kapillarbett hängen?  
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4 Material und Methodik 
Ein Teil der Versuche entstand durch die Kontribution verschiedener Mitarbeiter wie 
Frau Dr.med. Susanne Heyer, Annika Ballsazs, PD Dr. med. Matthias Laschke, PD 
Dr.med. Jürg Hamacher sowie Dr.med. René Schramm.  
4.1 Versuchstiere 
Die Untersuchungen wurden an C57BL/6-Mäusen aus eigener Inzucht (Institut für Kli-
nische-Experimentelle Chirurgie, Universität des Saarlandes, Homburg/Saar) und an 
CD1nu/nu-Nacktmäusen von Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) 
durchgeführt.  
 
Abbildung 2: C57BL/6-Maus mit einer Rückenhautkammer 
 
Abbildung 3: CD1 nu/nu-Nacktmaus 
Sowohl zur Implantation der Rückenhautkammer als auch zur Entnahme von Lungen-
gewebe und Endometrium wurden gesunde, geschlechtsreife Tiere im Alter von acht 
bis zehn Wochen mit einem Gewicht von 20-30 g benutzt. Während der Studien wur-
den sie in einem klimatisierten Raum bei 12-stündigem Tag-/Nachtrhythmus und unter 
Bereitstellung von Standardlaborfutter (Altromin, Lage) und Wasser ad libitum in Ein-
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zelkäfigen gehalten. Die Tierversuche waren gemäß dem Tierschutzgesetz durch das 
Landratsamt der Stadt Homburg/Saar genehmigt. 
4.2 Modell Rückenhautkammer 
4.2.1 Erläuterung des Modells 
Als Grundlage unserer tierexperimentellen Versuche verwendeten wir die Rückenhaut-
kammer, die quergestreifte Skelettmuskulatur, subkutanes Gewebe und Haut enthält, 
an C57BL/6-Mäusen zur Analyse der physiologischen Angiogenese von transplantier-
tem ektopen Lungen- und Endometriumgewebe. Die Rückenhautkammer wurde erst-
malig an einer Maus von Lehr et al. 1993 gebraucht. Sie ermöglicht die intravital-
mikroskopische Untersuchung von mikrozirkulatorischen Parametern am narkotisierten 
Versuchstier. Mithilfe einer i.v.-Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen kann durch die 
Fluoreszenz-Auflicht-Mikroskopie die Mikrozirkulation der frei präparierten Rücken-
hautmuskulatur und die Entstehung neuer Blutgefäße in den implantierten Transplanta-
ten untersucht werden. Der Vorteil dieser Methode gegenüber anderen Mikrozirkulati-
onsmodellen besteht darin, dass die Entstehung neuer Blutgefäße über einen Zeitraum 
von 2 Wochen dargestellt werden kann und wiederholte Messungen möglich sind. 
Durch das Hinzuziehen von einem Bildverarbeitungssystem kann die Ausbildung der 
neuen Gefäße nachher quantifiziert werden.  
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Abbildung 4: Perspektivische Ansicht einer Rückenhautkammer, die sich aus zwei durch Schrauben ver-
bundene, spiegelbildlich konstruierte Titan-Rahmen zusammensetzt (Gewicht 3,2g). A = Beobachtungs-
fenster; B1 =  Bohrungen mit Verbindungsschrauben; B2 = Bohrungen für Fixationsfäden; C = Material-
aussparungen zur Gewichtsreduktion; D = Kammerring zur Fixation des Deckglases (Maße in mm). (Mit 
herzlichem Dank für die Überlassung des Bildes, dessen Original für die Rückenhautkammer des Syri-
schen Goldhamsters gefertigt wurde, an Herrn PD Dr. M. W. Laschke, Institut für Experimentelle Chirurgie, 
Homburg, und auch an seinen Vater als Mitverfasser des Bildes) 
Mittlerweile hat sich das Rückenhautkammermodell in verschiedenen Studien zur Un-
tersuchung der Gefäßneubildung mit unterschiedlichsten Transplantaten bewährt. Bei-
spiele hierfür stellen sowohl Organgewebe, wie Milz (Foitzick, Funk, Roth, & Messmer, 
1988), Myokard (Funk, Endrich, & Messmer, 1986), Knochenmark (Funk et al., 1986) 
und Langerhans’sche Inseln (Menger et al., 1989; Menger et al., 1990; Menger et al., 
1991), als auch Tumorgewebe (Vajkoczy et al., 1998; Vajkoczy et al., 2000) und syn-
thetische bzw. biologische Implantationsmaterialien (Menger, Hammersen, & Messmer, 
1992; Kraft, Hansis, Arens, Menger, & Vollmar, 2000; Menger, Hammersen, Walter, & 
Messmer, 1990) dar. Außerdem können mit der Rückenhautkammer weitere Aspekte 
der Mikrozirkulation untersucht werden. Diese schließen z.B. Untersuchungen über die 
physiologischen Steuerungsmechanismen des Gefäßbetts (Gerstberger, Meyer, Rettig, 
Printz, & Intaglietta, 1988), den Einfluss von Narkotika auf die Mikrozirkulation (Franke, 
Endrich, Laubenthal, Peter, & Messmer, 1982; Franke & Endrich, 1983) und die Ver-
änderungen der Gewebeperfusion unter pathologischen Bedingungen, wie Entzündung 
(Westermann, Vollmar, Thorlacius, & Menger, 1999), Ischämie (Sack, Funk, Hammer-
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sen, & Messmer, 1987) und Gewebetrauma (Yamauchi, Vollmar, Wolf, & Menger, 
1999) ein. 
4.2.2 Implantation der Rückenhautkammer 
Um die Rückenhautkammer zu implantieren, wurde die Maus zunächst durch intraperi-
toneale Injektion von Ketamin/Xylazin (0.1ml/g Körpergewicht (KG); Narcoren; Merial 
GmbH, Hallbergmoos) anästhesiert. Die Augen wurden zum Schutz vor dem Austrock-
nen mit Vaselinecreme bedeckt. Anschließend wurde zwischen den Zehen mit einer 
Pinzette die Narkosetiefe getestet bevor mit den nächsten Schritten weitergefahren 
wurde. 
 
Abbildung 5: Intraperitoneale Injektion der Anästhetika 
 
Abbildung 6: Kneifen mit einer Pinzette zischen den Zehen der Hinterläufe, um die Narkosetiefe zu testen. 
Um freien Zugriff auf die Rückenhaut zu bekommen, wurde das Fell der Rückenhaut 
elektrisch rasiert (Elektra II GH 204; Aesculap, Tuttlingen) und anschließend chemisch 
depiliert (Pilca med Creme; Asid Bonz, Böblingen).  
 56 
 
Abbildung 7: Rasur des Felles  
 
Abbildung 8: Depilation der Rückenhaut 
Der nun enthaarte Bereich wurde mit warmem Leitungswasser gesäubert und darauf 
mit Waschäther und 70%-igem Alkohol desinfiziert. Das Versuchstier war nun vorbereit 
für die Implantation der Rückenhautkammer. Dazu wurde die Maus in Bauchlage auf 
den mit OP-Tüchern abgedeckten Tisch gelegt, die dehnbare Rückenhautfalte mit ei-
ner Hand angehoben und entlang ihrer Mittellinie mit zwei 5.0 Haltefäden aufrecht auf-
gespannt.  
 
Abbildung 9: Aufspannen der Rückenhaut mit 2 Haltefäden 
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Unter dieser Bedingung konnte die rückseitige Hälfte der Titan-Kammer an ihrem obe-
ren Rand mit 5.0 Seide-Nähten befestigt werden. Dabei wurde Gegenlicht verwendet, 
um die Gefäße der Hautfalte nicht zu beschädigen.  
 
Abbildung 10: Befestigung des oberen Randes der Rückenhautkammer  
Bei diesem Arbeitsschritt wurden auch zwei kleine Inzisionen an der Basis der Hautfal-
te durchgeführt, wodurch dann die Verbindungsschrauben hindurch kamen. Hierbei 
wurde weiterhin Gegenlicht verwendet, um nicht die beiden Hauptgefäßstämme inner-
halb der Rückenhaut zu lädieren.  
 
Abbildung 11: Inzision der Löcher für die Verbindungsschrauben 
Danach wurden die beiden Haltefäden entfernt und der oben bereits festgenähte rück-
seitige Teil der Kammer weiter fixiert, indem auf die Verbindungsschrauben, die durch 
die Inzisionen gesteckt worden waren, jeweils eine Gefäßklemme gesetzt wurde. Das 
Versuchstier wurde dazu auf einer Korkplatte auf die Seite gelegt.  
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Abbildung 12: Die Verbindungsschrauben waren hier eingefügt und mit je einer Gefäßklemme fixiert. Mit-
hilfe des Gegenlichtes wurde vorher mit einem Stift die Form des Rückenhautfensters markiert. 
Das Tier wurde nun mitsamt der Korkplatte unter ein Stereo-Operationsmikroskop 
(Wild M650; Leitz, Schweiz) gelegt. In dem runden Bereich des späteren Kammerfens-
ters der Rückenhautkammer wurden dann unter mikroskopischer Sicht die Cutis, Sub-
cutis mit quergestreiftem Hautmuskel und die beiden Schichten des Retraktormuskels 
mit subcutanem Fettgewebe der nach oben gerichteten Seite der Rückenhaut abpräpa-
riert. (siehe Abbildung 13, Abbildung 14, Abbildung 15). Es wurde dabei so verfahren, 
dass der Radius des präparierten Kreises ca. 4mm größer war als der des Plexiglases, 
das später die Fläche abdeckte. Mit dieser Maßnahme sollte nach Anbringen der vor-
deren Rückenhautkammerhälfte eine Gewebekompression verhindert werden, da da-
durch womöglich die Blutgefäße komprimiert worden wären. Das präparierte Feld wur-
de mehrmals mit steriler Elektrolytlösung gespült. Es bestand nun noch aus dem quer-
gestreiftem Hautmuskel, der Subcutis und einer Schicht Haut von der gegenüberlie-
genden Seite der Rückenhaut. Der vordere Teil der Rückenhautkammer wurde nun auf 
die Verbindungsschrauben gesteckt, und mit zwei Muttern auf den Schrauben wurde 
die Kammerhälfte mit der ersten fixiert. Zwischen den beiden Titan-Hälften verblieb ein 
Abstand von ungefähr 400-500µm. Nun wurde das Plexiglas auf den freiliegenden 
Hautmuskel vorsichtig mit einer Pinzette abgelegt, ohne dabei Lufteinschlüsse unter-
halb des Glases zuzulassen. Bei Auftreten von Lufteinschlüssen wurde das Deckglas 
mit einer Pinzette und gebogenen Kanüle an einer Stelle langsam angehoben, so dass 
die Luft entweichen konnte, und dann vorsichtig wieder herunter gelassen. Das Deck-
glas wurde anschließend mit einem Sprengring mit Hilfe einer Klemmzange in der vor-
deren Seite des Titanrahmens befestigt (siehe Abbildung 23 und Abbildung 24).  
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Abbildung 13: Abpräparation der Rückenhaut 
 
Abbildung 14: Abpräparation der Rückenhaut 
 
Abbildung 15: Abpräparation der Rückenhaut 
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Abbildung 16: Mikroskopisch wurden nun noch Reste der Subcutis entfernt. 
 
Abbildung 17: Die Rückenhaut ist hier komplett entfernt. 
 
Abbildung 18: Auflegen der 2. Hälfte der Titankammer 
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Abbildung 19: Spülung mit Kochsalzlösung 
 
Abbildung 20: Abtupfen der überschüssigen Lösung 
 
Abbildung 21: Befestigung der Kammerhälfte mithilfe von Muttern auf den Verbindungsschrauben. 
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Abbildung 22: Auflegen des Deckglases 
 
Abbildung 23: Nach Auflegen des Deckglases wurde der Klemmring angebracht. 
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Abbildung 24: Der Klemmring ist hier in Position. 
 
Abbildung 25: Fixierung der beiden Kammerhälften mit Nähten 
Ab diesem Zeitpunkt konnte über die gesamte Versuchszeit jederzeit dieses Deckglas 
kurzzeitig entfernt werden, um an die präparierte Fläche zu kommen. Als letzter Präpa-
rationsschritt wurde die vordere Rahmenhälfte nun auch mit 5.0 Seide-Nähten an der 
Rückenhaut festgenäht (siehe Abbildung 25 und Abbildung 4 mit den Bohrungen für 
Fixationsfäden (B2)). Nach dieser Prozedur wurde den Mäusen eine Pause für 48-72 
Stunden gewährt, damit sie sich von der Narkose und der chirurgischen Präparation 
erholen konnten. Erst danach wurde Gewebe in die Rückenhautkammer implantiert 
(siehe 4.4.1).  
4.3 Intravitale Mikroskopie 
Die Revaskularisierung ektopen Lungengewebes und Endometriums wurde mittels der 
intravitalen Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Für die Darstellung von dynamischen 
Vorgängen ist die in-vivo-Mikroskopie eine ausgezeichnete Messtechnik. So kann z.B. 
die Angiogenese an verschiedenen Beobachtungstagen direkt dargestellt werden. Die 
Mikrozirkulation innerhalb der Transplantate und der Rückenhautkammer wird aufge-
nommen, und anschließend können offline am Cap Image verschiedene mikrohämo-
dynamische Parameter gemessen werden. Zur mikrovaskulären Analyse von ektopem 
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Lungengewebe in der Rückenhautkammer ist diese Technik geeigneter als die indirek-
ten Meßmethoden wie zum Beispiel die Laser-Doppler-Flowmetrie [Tooke et al., 1983; 
Ahn et al., 1986].  
Den Versuchsmäusen wurden vor den intravitalmikroskopischen Untersuchungen 
Farbstoffe intravenös appliziert: FITC-Dextran (5%; 0,1ml; MG 150000; Sigma)  zur 
Anfärbung des Blutplasmas (siehe Abbildung 26) und folgenden Kontrastverstärkung 
und Rhodamin-6G (0,1%; 0,1ml; MG 479; Sigma) zur in vivo Kontrastierung der Leu-
kozyten (siehe Abbildung 27). Die beiden Farbstoffe wurden im Vorfeld im Verhältnis 
1:1 gemischt und unter bestehender Narkose den Mäuse retrobulbär injiziert.  
 
Abbildung 26: Injektion der Farbstoffe retrobulbär 
B A 
 
Abbildung 27: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer Sammelvenole und ihrer Zuflüsse in der Rü-
ckenhautkammer. Mittels des Fluoreszenzfarbstoffes FITC-Dextran wurden durch die Anfärbung von Blut-
plasma die Blutgefäße in Blaulicht-Epi-Illumination dargestellt (A), während Rhodamin-6G in Grünlicht-Epi-
Illumination (B) selektiv die Leukozyten als helle Punkte markierte (Intravitale Fluoreszenzmikroskopie; A, 
B: ― = 60µm).  
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Die Mäuse wurden für die intravitale Fluoreszenzmikroskopie (siehe Abbildung 28) auf 
einer Plexiglasbühne immobilisiert und die Rückenhautkammer so fixiert, dass sie sich 
auf dem Mikroskoptisch in horizontaler Lage befand. 
 
Abbildung 28: Maus mit Rückenhautkammer auf einer Plexiglasbühne: So befand sich die Kammer in 
horizontaler Lage und konnte für die Mikroskopie gut millimetergenau bewegt werden.  
Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie erfolgte mit einem modifizierten Leitz-
Orthoplan-Mikroskop (Leitz GmbH, Wetzlar) mit Auflicht- und Durchlicht-Einrichtung. 
Für die Auflicht-Technik wurde eine 100W Quecksilber (HBO) Lichtquelle (Leitz) an ein 
Ploemopak-Illuminator System adaptiert. Mit drei Filterblöcken, die zwischengeschaltet 
waren, konnte Licht der Wellenlänge 330-390nm, 450-490nm bzw. 530-560nm ange-
regt werden und eine Filterung des emittierten Lichts unterhalb 430nm, 515nm bzw. 
585nm durchgeführt werden.  
 
Abbildung 29: Maus auf der Plexiglasbühne unter dem Intravitalmikroskop mit fluoreszierendem Licht 
Die durch das Intravitalmikroskop dargestellten Bilder konnten mithilfe eines FSA-
Tubus-GW sowie eines Vario-Zooms (Leitz) und einer CCD (charge coupled device)-
Videokamera (CF 8/1 FMC; Kappa Messtechnik GmbH, Gleichen-Rheinhausen) mit 
einer Geschwindigkeit von 50 Halbbildern pro Sekunde aufgenommen werden. Des 
Weiteren war ein Videotimer (VTG 33; FOR-A Company Ltd., Japan) zwischengeschal-
tet, mit dem es möglich war, die Versuchstiernummer und den Untersuchungszeitpunkt 
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nach Transplantation festzuhalten. Die dargestellten Bilder wurden auf ein ¾ Zoll Vi-
deobandgerät (Panasonic AG 7350; Matsushita Electric Ind. Co., Ltd., Japan) weiterge-
leitet und auf einem Videomonitor (PVM 1444; Sony, Tokio, Japan) wiedergegeben. 
Für Übersichtsbilder wurde ein 4x Objektiv (Numerische Apertur (n.a.): 0.16; Olympus, 
Graz, Österreich) bzw. ein 6,3x Objektiv (n.a: 0.16; Zeiss, Jena) mit langem Arbeitsab-
stand verwendet. Für Detailaufnahmen der neu gebildeten Gefäßnetzwerke innerhalb 
der Transplantate und für die Messung hämodynamischer Parameter diente ein 10x 
(n.a. 0.30; Zeiss) bzw. ein 20x Objektiv (n.a: 0.32; Zeiss) mit langem Arbeitsabstand. 
Mittels dieser optischen Systeme konnten Vergrößerungen von x86, x136, x216 bzw. 
x432 unter Verwendung des Vario-Zooms auf dem Monitor erzielt werden. 
 
Abbildung 30: Schematische Darstellung des intravitalmikroskopischen Arbeitsplatzes mit Mikroskop (Mi), 
Videokamera (K), Videotimer (T), Monitor (Mo) und Videogerät (V). Zur Mikroskopie wurde die Maus auf 
einer Plexiglasbühne (P) immobilisiert und die Rückenhautkammer in horizontaler Lage fixiert. (mit herzli-
chem Dank für die Überlassung des Bildes, an Herrn PD Dr. M. W. Laschke, Institut für Experimentelle 
Chirurgie, Homburg, und auch an seinen Vater als Mitverfasser des Bildes) 
4.3.1 Mikrozirkulatorische Parameter 
Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie der Rückenhautkammer erlaubte es, die phy-
siologische Angiogenese in den ektopen Gewebestücken objektiv zu quantifizieren, 
indem folgende Parameter gemessen wurden: Mit dem 4x bzw. 6,3x Objektiv konnte 
die Organfläche der implantierten Lungen- und Endometriumstücke und der Anteil der 
Fläche, der an dem Messtag revaskularisiert war, erfasst werden. Mithilfe des 20x Ob-
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jektives konnten die hämodynamischen Parameter innerhalb der ausgesuchten Gefäße 
wie Durchmesser, Blutzellgeschwindigkeit, Fließverhalten der Leukozyten, Anzahl a-
poptotischer Zellen in den Transplantaten und auch die funktionelle Kapillardichte ge-
messen werden.  
Die Auswertungen der mikrozirkulatorischen Parameter erfolgten nach Beendigung der 
Versuche offline durch Wiederabspielen der aufgenommenen Bilder auf Videoband 
mithilfe des computerassistierten Bildverarbeitungssystems CapImage (Version 6.02; 
Dr. Zeintl Ingenieurbüro, Heidelberg). Auf diese Weise konnte die Untersuchungszeit 
für die Maus so kurz wie möglich gehalten und die Belastung für das Tier minimiert 
werden.  
4.3.1.1 Fläche 
Um während der gesamten Versuchszeit die Transplantatgewebe gut vom Kammer-
gewebe abgrenzen zu können, wurden die explantierten Gewebe vor der Implantation 
in die Rückenhautkammer im DMEM-Medium mit dem Fluoreszenzfarbstoff Bisbenzi-
mid H33342 angefärbt (siehe Abbildung 31).  
 
Abbildung 31: Explantierte Lunge in einer Petrischale mit Bisbenzimid 
Dieses Fluorochrom, das durch ein Absorptionsmaximum bei Licht der Wellenlänge 
340nm und ein Emmissionsmaximum bei Licht der Wellenlänge 450nm charakterisiert 
ist, markiert Zellkerne durch Anlagerung an AT-reiche Sequenzen der DNS. Die Fluo-
reszenz bleibt dabei bei lebenden, unfixierten Zellen über mehrere Zellgenerationen 
erhalten. Dieser Hoechst-Farbstoff wird deshalb oft für Kombinationen zur klassischen 
und etwas schwarz-weißen Einordnung von Zellkernen in die Kategorien “lebendig”, 
„apoptotisch“ und „nekrotisch“ z. B als Sytox-Hoechst-Färbung benutzt, um zusammen 
mit der Morphologie des Zellkerns diesen klassifizieren zu können. 
Um die Fläche der transplantierten Gewebestücke - sowohl Lungengewebe als auch 
Endometriumgewebe - zu messen, wurden die Stücke am Bildschirm durch Umran-
dung markiert und alle sich innerhalb dieser Fläche befindlichen Bildpunkte erfasst. Der 
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Flächeninhalt wurde dann in mm² angegeben. An den verschiedenen Messtagen wur-
de nicht nur die Gesamtfläche des Organs gemessen, sondern auch die revaskulari-
sierte Fläche, also der Anteil der Gesamtorganfläche in Prozent, der zu dem jeweiligen 
Zeitpunkt bereits revaskularisiert war.  
 
Abbildung 32: Ein implantiertes Lungenstück direkt nach Implantation 
 
Abbildung 33: Ein implantiertes Endometriumstück direkt nach Implantation 
 
Abbildung 34: Ein implantiertes Lungenstück an Tag 10 nach Implantation  
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Abbildung 35: Endometriumstück 10 Tage nach Implantation 
Abbildung 32 bis Abbildung 35 : Intravitalfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines Bisbenzimid 
H33342-gefärbten Lungen- und Endometriumstückes in der Rückenhautkammer an den Tagen 0 und 10 
nach Transplantation. In der Übersichtsaufnahme grenzt sich das ektope Organ durch die Färbung in 




















Abbildung 36: Intravitalmikroskopische Darstellung (x20) von Lungengewebe (Bild A) und Endometrium-
gewebe (Bild B) 14 Tage nach Implantation in die Rückenhautkammer einer C57BL/6-Maus. Bei einem 
guten Blutfluss sind die Gefäße in Arteriolen (a), Venolen (v) und Kapillaren (c) trennbar. Bild B zeigt die 
glomerulumartige Struktur der Gefäße im Endometrium. 
4.3.1.2 Durchmesser 
Um die einzelnen Durchmesser der ausgewählten Gefäße zu bestimmen, wurden zwei 
Randpunkte des jeweils zu messenden Gefäßes durch eine senkrecht zum Gefäß lau-
fende Linie am Videobild verbunden und deren Länge in µm ausgedrückt. Das Video-
band wurde für diese Messungen an einer idealen Stelle angehalten, und so konnte 
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am stehenden Bild der jeweilige Durchmesser exakt ausgemessen werden. Die Ge-
fäßbegrenzungen konnten hierbei nicht immer exakt ausgemacht werden. Dies hatte 
folgende Ursache: Durch die Applikation des Plasma-Markers FITC-Dextran für die 
Fluoreszenzmikroskopie wurden nicht nur die Erythrozyten selber, sondern auch der 
Erythrozyten-freie Plasmasaum dargestellt. An den jeweiligen Untersuchungstagen 
wurden die Durchmesser von jeweils 10 Gefäßen pro Transplantat gemessen und dar-
aus das arithmetische Mittel gebildet. Die ausgewählten Gefäße wurden dabei stan-
dardisiert ausgesucht: Durch das Transplantat wurde eine horizontale und eine vertika-
le Achse durch den Mittelpunkt gedacht und nur Gefäße ausgesucht, die diese Achsen 
schnitten.  
4.3.1.3 Flussgeschwindigkeit 
An denselben Gefäßen, an denen die Gefäßdurchmesser (siehe 4.3.1.2) bestimmt 
wurden, wurde auch die Blutzellgeschwindigkeit ermittelt. Wie zuvor bei den Gefäß-
durchmessern wurden auch hier dieselben 10 Gefäße pro Transplantat und pro Mess-
tag gemessen und aus allen Einzelwerten das arithmetische Mittel bestimmt. Um die 
Blutzellgeschwindigkeit zu bestimmen, wurde mit der computeraissistierten Line-Shift-
Diagramm-Methode gearbeitet. [Klyscz et al., 1997]. Dabei zeichneten wir auf dem 
Bearbeitungsbildschirm entlang der Flussrichtung des zu messenden Gefäßes eine 
mittig im Gefäßlumen liegende Linie und ließen nachfolgend das Videoband für ca. 10 
Sekunden in Echtzeit abspielen. Die Maschine erzeugte in der Zeit kontinuierlich für 
jedes Halbbild entlang der Messlinie das Grauwertprofil und speicherte dies in einem 
Bildspeicher. Mittels der aneinander gereihten Grauwertprofile fertigte der Computer 
ein Line-Shift-Diagramm an, das aus hellen und dunklen schrägen Linien bestand, die 
dadurch entstanden, dass sich während der Messung Plasmalücken bzw. Erythrozyten 
entlang der Messlinie bewegten. Dann konnte durch die Steigung der erzeugten Linien 
die Blutzellgeschwindigkeit in µm/sec ermittelt werden. 
 71 
 
Abbildung 37: Line-Shift-Diagramm-Methode zur Ermittlung der Blutzellgeschwindigkeit (aus Dr. Zeintl  
Ingenieurbüro, Heidelberg) 
4.3.1.4 Funktionelle Kapillardichte 
Um die funktionelle Kapillardichte der einzelnen Transplantate zu errechnen, wurde die 
Gesamtlänge aller mit Erythrozyten perfundierten Gefäße innerhalb eines gemessenen 
Areals nachgezeichnet und gemessen und im Verhältnis zur gemessenen Arealfläche 
in cm² gesetzt. Die Einheit der funktionellen Kapillardichte war demnach cm/cm². Kapil-
laren, in denen keine Perfusion ausgemacht werden konnte, die lediglich Blutplasma 
enthielten, wurden hierbei nicht berücksichtigt.  
Gemessen wurden pro Transplantat jeweils drei repräsentative, gut vaskularisierte A-
reale, um dann daraus den arithmetischen Mittelwert berechnen zu können. So konnte 
für jeden Messtag die funktionelle Kapillardichte der einzelnen Transplantate bestimmt 
werden. Diese Areale wurden standardisiert so ausgewählt, dass sie stets auf einer 
gedachten Horizontalen durch den Mittelpunkt des Transplantates lagen.  
4.3.1.5 Fließverhalten der Leukozyten 
Durch die vorherige Applikation vom Fluoreszenz-Marker Rhodamin-6G konnten die 
Leukozyten in vivo angefärbt und so im Intravitalmikroskop sichtbar gemacht werden. 
In denselben Arealen, wo vorher die funktionelle Kapillardichte (siehe 4.3.1.4) bestimmt 
worden war, konnte nun die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion beurteilt werden. Es 
wurde hierbei zwischen i) frei fließenden Leukozyten, ii) rollenden Leukozyten, die 
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durch eine Verlangsamung der Fließgeschwindigkeit aufgrund Margination und kurz-
zeitigen Endothelkontaktes gekennzeichnet waren, und iii) adhärenten Leukozyten, die 
dem Gefäßendothel während einer Beobachtungszeit von mindestens 20 Sekunden 
fest anhaften, unterschieden. Die Anzahl der Leukozyten wurde dabei stets pro funkti-
onelle Kapillardichte gemessen, um Verzerrungen bei unterschiedlich stark durchblute-
ten Arealen auszuschließen. 
4.3.1.6 Apoptose 
Zur Beurteilung der Vitalität der ektopen Transplantate wurden an den jeweiligen Mess-
tagen die Apoptose qualtitativ beurteilt. Bei den apoptotischen Zellen kommt es schon 
zu Beginn des programmierten Zelltodes zu einer gesteigerten Kondensation und 
Fragmentation des nuklearen Chromatins. Daraus ergibt sich, dass Teile ihrer Zellker-
ne in der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie durch den DNS-Fluoreszenzfarbstoff 
Bisbenzimid H33342 als intensiv leuchtende, punktförmige Bereiche nachweisbar sind 
[Westermann et al., 1999]. Die Präparate konnten wir nur rein qualitativ auf das grobe 
Ausmaß der Apoptose überprüfen, eine quantitative Messung konnte aufgrund der 
Transplantatdicke und der damit fehlenden Abgrenzbarkeit apoptotischer Zellen nicht 
durchgeführt werden.  
Die Apoptoserate im Lungen-/Endometrium- und Kammergewebe wurde ebenfalls im-
munhistochemisch mittels Caspase-3-Färbung der histologischen Präparate und Aus-
zählung positiver Zählen pro high power field im 40 er Objektiv ermittelt. 
4.3.2 Differenzierung Arteriolen und Venolen 
Zu Beginn unserer experimentellen Studie gingen wir davon aus, dass wir in der Lage 
sein würden, die Gefäße der implantierten Lungenstücke in Arteriolen, Venolen und 
Kapillaren zu differenzieren. Wir waren der Meinung, dass das Blut in den Arteriolen 
von den großen in immer kleiner werdende Gefäße fließe und dass in den Venolen das 
Blut umgekehrt von den kleinen, zu immer größer werdenden und schließlich in die 
großen Sammelvenolen fließe. Wir mussten jedoch feststellen, dass diese genaue Zu-
weisung der beobachteten Gefäße nicht immer eindeutig vorzunehmen war. So floss in 
bestimmten Bildabschnitten das Blut von den großen in kleiner werdende Gefäße und 
änderte unerwartet vor unseren Augen die Fließrichtung. Während wir bis dahin noch 
an jedem Transplantat jeweils 10 Arteriolen, Venolen und Kapillaren auf ihre hämody-
namischen Parameter hin untersuchten, einigten wir uns dann darauf, lediglich 10 Ge-
fäße in einer bestimmten Größe pro Transplantat zu messen. Es war nicht ganz ein-
deutig zu erklären, was hämodynamisch in dem ektopen Lungengewebe vor sich ging. 
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Wie kam es zu diesen Flussumkehrungen? Weshalb existierten Gefäße, die weder 













Abbildung 38: Ektopes Lungengewebe in der Rückenhautkammer an Tag 14 nach Implantation: a= Arte-














Abbildung 39: Ektopes Lungengewebe 14 Tage nach Implantation in die Rückenhautkammer: V= Venolen, 
K= Kapillaren 
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Abbildung 40: Lungengewebe in der Rückenhautkammer an den Tagen 0, 6 und 14 makroskopisch und 
darunter jeweils intravitalmikroskopisch: a= Arteriolen, v= Venolen, L= Lungengewebe 
4.4 Präparation von Lungengewebe 
Drei Tage nach Implantation der Rückenhautkammer wurde Lungengewebe präpariert, 
um dieses in die Kammer zu implantieren. Zur Gewinnung von Lungengewebe wurde 
eine isogene Spendermaus narkotisiert (Ketamin/Xylazin) und an der Bauchseite elekt-
risch rasiert (Elektra II GH 204; Aesculap, Tuttlingen). Beim Enthaarungsvorgang 
musste darauf geachtet werden, dass nicht mit der Rasierklinge von unten kommend 
am eventuell hervorstehenden Xiphoid hängen geblieben wurde.  
Das Versuchstier wurde nun, auf dem Rücken liegend, auf eine Korkplatte gelegt und 
die Pfoten mit Klebestreifen fixiert, um die Haut an Brust und Bauch zu spannen. Mit 
Hilfe einer Pinzette wurde die Haut gehalten und mit einer Schere eine mediane Tho-
rakotomie durchgeführt. Nun wurde das Zwerchfell eröffnet und die beiden Lungenhälf-
ten mitsamt der Trachea gehalten und am proximalen Ende der Trachea abgetrennt. 
Das entnommene Gewebe wurde in eine Petrischale (Durchmesser 100mm; Greiner, 
Frickenheim) transferiert, die 37°C warmes DMEM-Med ium (10% FCS; 0.1mg/ml Gen-
tamycin) und den DNS-Fluoreszenzfarbstoff Bisbenzimid H33342 (200µG/ML; Moleku-
largewicht (MG) 562; Sigma, Deisenhofen) zur Anfärbung des Lungengewebes enthielt. 
Unter Sicht durch das Stereo-Operationsmikroskop (Wild M650; Leitz, Schweiz) wur-
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den in der Petrischale subpleurale Parenchymstücke herausgeschnitten und diese in 
eine zweite Petrischale  mit 37°C warmem, Bisbenzim id-freiem DMEM-Medium trans-
feriert. Unter diese zweite Schale wurde eine Schablone mit schwarzen Vierecken á 
0.5mm Kantenlänge gelegt, um mit dessen Hilfe mehrere Lungenparenchymwürfel mit 
einer Kantenlänge von 0.5mm zu präparieren. Die Lungenstücke sollten pleurafrei sein, 
da die Pleura die Angiogenese behindern könnte. Da sich aus einer Spenderlunge vie-
le Lungenwürfel in der angegebenen Größe präparieren ließen, konnten diese für 3-5 
Empfängermäuse verwendet werden. 
 
Abbildung 41: Das narkotisierte Versuchstier wurde an den Pfoten mit Klebeband fixiert, um die Haut an 
Brust und Bauch zu spannen. 
 
Abbildung 42: Es erfolgte eine mediane Thorakotomie. 
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Abbildung 43: Das Zwerchfell wurde eröffnet.  
 
Abbildung 44: Die Rippen wurden zur Seite gebogen.  
 
Abbildung 45: Der eröffnete Thoraxraum 
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Abbildung 46: Die beiden Lungenhälften wurden als Ganzes mitsamt der Trachea explantiert.  
 
Abbildung 47: Die entnommenen Lungen wurden zunächst in eine Petrischale mit DMEM-Medium und 
Bisbenzimid transferiert.  
 




Abbildung 49: Zur Präparation der Lungenstücke wurde eine Schablone mit Kantenlänge 0.5mm verwen-
det. 
 
Abbildung 50: Bereits präparierte Lungenwürfel in der Petrischale  
4.4.1 Implantation von Lungengewebe in die Rückenhautkammer 
Vor der Implantation der Lungenstücke wurde die Maus, die das Gewebe empfangen 
sollte, nach üblichem Schema narkotisiert und mit der Rückenhautkammer so auf eini-
ge Kompressen gelegt, dass die Rückenhautkammer selber in waagerechter Position 
war. Der Klemmring wurde abmontiert und das Deckglas mit etwas NaCl 0.9% beträu-
felt, was das Ablösen des Glases erleichterte. Durch Zuhilfenahme einer Nadel und 
einer Pinzette wurde nun das Deckglas vorsichtig von der Kammer entfernt. Das Ge-
webe der Rückenhautkammer wurde mit einigen Millilitern NaCl 0.9% gespült und die 
Flüssigkeit zum größten Teil mit einer Kompresse wieder vorsichtig abgesaugt. Mit 
Blick durch das Operationsmikroskop wurden 3 vorher präparierte Lungenstücke aus 
der Petrischale einzeln mit der Pinzette sanft entnommen, ohne das Gewebe hierbei zu 
komprimieren. In dreieckiger Anordnung wurden diese nun auf dem Gewebe der Rü-
ckenhautkammer positioniert, so dass die Stücke untereinander den größtmöglichen 
Abstand hatten. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Gewebestücke sich in den obe-
ren zwei Dritteln der Kammer befanden, da das Kammergewebe im Zeitverlauf über 
die folgenden 14 Tage etwas nach unten sank, und dadurch der ursprünglich unterste 
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Rand nicht mehr durch das Deckglas ersichtlich war. Ein neues Deckglas wurde mit 
einer Pinzette gefasst und vorsichtig über der Kammer abgelegt. Wichtig war dabei, 
dass sich sowohl genug Flüssigkeit unter dem Deckglas befand, so dass sich keine 
Lufteinschlüsse unter dem Glas befanden, als auch nicht zuviel Flüssigkeit, die dazu 
führen konnte, dass die Transplantate bei Berührung mit dem Deckglas von ihrer Posi-
tion zum Rand des Deckglases schwammen. Bei Nichtgelingen wurde dieser Schritt 
bis zum Erfolg wiederholt. Nach erfolgreicher Applikation des Deckglases wurde der 
Klemmring mit Zuhilfenahme der Klemmzange wieder so auf dem Deckglas ange-
bracht, dass alle Transplantate gut sichtbar waren und nicht durch den Ring verdeckt 
wurden. 
 
Abbildung 51: Implantation der ektopen Lungenstücke in die Rückenhautkammer.  
 
Abbildung 52: Verschließen der Rückenhautkammer mit einem Deckglas 
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4.5 Gewinnung von Endometriumgewebe 
Um Endometriumgewebe zu präparieren, wurde eine weibliche Maus verwendet, die 
drei Tage zuvor eine Rückenhautkammer appliziert bekommen hatte. Den entspre-
chenden Versuchstieren wurde das eigene Endometrium entnommen und in die eigene 
Rückenhautkammer transplantiert. Nach Narkose durch intraperitoneale Injektion von 
Ketamin/Rompun (wie unter 4.2.2 beschrieben) wurde die Maus zwischen zwei Blöcke 
auf den Rücken gelegt, so dass die Rückenhautkammer zwischen den Blöcken Platz 
hatte. Mit einer Pinzette und einer Schere wurde dann eine mediane Laparotomie 
durchgeführt. 
Durch vorsichtiges Auslagern des Darms konnten die weiblichen Geschlechtsorgane 
gut eingesehen werden. Unter Zuhilfenahme eines Stereo-Operationsmikroskops er-
folgte zunächst die Darstellung des Uterus unter vorsichtiger Entfernung des Fettge-
webes. Kleinere Gefäßanastomosen zwischen Ovar und Uterus konnten durch E-
lektrokauterisation verschlossen werden. Nach Ligatur der größeren versorgenden 
Gefäße mit einem 2.0 Polyethylene-Faden wurde ein Uterushorn mit zwei 2.0 Polyethy-
lene-Fäden legiert, distal davon mit einer Mikroschere durchtrennt, mit einer Pinzette 
entnommen und anschließend in eine Petrischale (Durchmesser 35mm; Greiner, Fri-
ckenheim) transferiert, die 37°C warmes DMEM-Medium  (10% FCS; 0,1mg/ml Genta-
mycin) und den DNS-Fluoreszenzfarbstoff Bisbenzimid H33342 (200µg/ml; Molekular-
gewicht (MG) 562; Sigma, Deisenhofen) zur Anfärbung des Transplantates enthielt 
(siehe Abbildung 55). Anschließend wurde der Bauchraum mit steriler Elektrolytlösung 
gespült, der Darm wieder reponiert und die Operationswunde mit 5.0 Seide-Fäden in 
fortlaufender Naht verschlossen. In die Petrischale wurde während der Versuchsvorbe-
reitung ein Stück Korkplatte, das auf 1x2cm Größe zugeschnitten worden war, mit Kle-
bestreifen am Boden befestigt. Nun konnte das schlauchartige Transplantat auf das 
Stück Kork gelegt und längs mit einer chirurgischen Schere aufgeschnitten werden. 
Das Gewebe neigte dazu, sich wieder aufzurollen und zusammenzukleben, weshalb 
ich die 4 Eckpunkte des aufgeschnittenen Präparates mit zuvor krumm gebogenen 
Nadeln an der Korkplatte befestigte, so dass das Endometrium gut zugänglich war. 
Während mit der Pinzette das Endometrium hochgezogen wurde, konnte mit der Sche-
re dieses vom Myometrium getrennt werden. Die freipräparierten Stücke wurden in 
37°C warmes, Bisbenzimid H33342-freies DMEM-Medium in einer weiteren Petrischale 
überführt. Unter diese Schale wurde die Schablone mit den schwarzen Kästchen mit 
0,5mm Kantenlänge gelegt, um mit deren Hilfe die Endometriumstücke auf mehrere 
Gewebswürfel mit einer identischen Größe zu bringen (siehe Abbildung 56). Es wurden 




Abbildung 53: Zur Entnahme eines Uterushornes wurde die narkotisierte Maus zwischen zwei Blöcken in 
Rückenlage gebracht, so dass die Rückenhautkammer nicht beschädigt wurde.  
 
Abbildung 54: Darstellung des Uterushornes 
 
Abbildung 55: Zu sehen ist hier das schlauchartige Transplantat auf das Stück Kork gelegt, längs mit einer 
chirurgischen Schere aufgeschnitten und die 4 Eckpunkte des aufgeschnittenen Präparates mit zuvor 
krumm gebogenen Nadeln an der Korkplatte befestigt, so dass das Endometrium gut zugänglich war. 
Während mit der Pinzette das Endometrium hochgezogen wurde, konnte mit der Schere dieses vom My-
ometrium getrennt werden. 
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Abbildung 56: Sicht durch das Stereo-Operationsmikroskop auf die Petrischale mit den abpräparierten 
Endometriumstücken auf der Schablone 
 
Abbildung 57: Das Endometrium durch das Mikroskop betrachtet 
 
Abbildung 58: Implantierte Endometriumstücke in der Rückenhautkammer 
4.5.1 Implantation des Endometriums 
Die, durch die zuvor statt gefundene Endometriumentnahme noch narkotisierte, 
C57BL/6-Maus wurde auf eine runde Korkplatte mit 25cm Durchmesser gelegt, so 
dass die Maus hin und her bewegt werden konnte, ohne das Tier selbst zu bewegen. 
Auf diese Weise konnte man je nach Bedarf jeweils die Maus oder aber die Petrischale 
unter das Operationsmikroskop legen. Unter die Rückenhautkammer wurden einige 
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Kompressen mit 10cm Seitenlänge gelegt, so dass die Kammer in waagerechter Posi-
tion war, um mikroskopiert zu werden. Auf das Deckglas wurden einige Tropfen NaCl 
0.9% gegeben, so dass sich dieses leichter lösen ließ. Mit einer Pinzette und einer 
Nadel wurde das Glas entfernt. Die Kammer wurde mit reichlich Kochsalzlösung ge-
spült und die überflüssige Flüssigkeit mit einer kleinen Kompresse am Rand der Kam-
mer abgesaugt. Mit einer Mikropinzette wurden möglichst atraumatisch die Endometri-
umstücke gefasst und in die Rückenhautkammer gelegt. Bei unserer Charakterisie-
rungsversuchsreihe wurden zusätzlich 2 Lungengewebsstücke in dieselbe Kammer 
implantiert. 
 
Abbildung 59: Maus mit je zwei implantierten Endometriumstücken und 2 implantierten Lungenstücken in 
der Rückenhautkammer 
Die insgesamt 4 Transplantate wurden in viereckiger Form in der Kammer angeordnet, 
wobei sich die Transplantate gleichen Gewebes diagonal gegenüber lagen. Es wurde 
auf möglichst großen Abstand zwischen den Transplantaten geachtet, um ein mögli-
ches Zusammenwachsen zu verhindern. Bei Bedarf wurde zu diesem Zeitpunkt ein 
Tropfen NaCl 0.9% auf das Gewebe geträufelt. Mit einer Pinzette wurde ein neues 
Deckglas gefasst und langsam auf der Kammer positioniert. Dabei wurde zunächst 
eine Seite des Deckglases auf die Kammer gelegt und dann langsam das Glas kom-
plett abgelegt. Hierbei musste darauf geachtet werden, dass sich keine Luftblasen un-
ter dem Deckgläschen befanden, was durch Gabe von mehr Kochsalzlösung verhin-
dert werden konnte. Des Weiteren durfte auch nicht zuviel Flüssigkeit unter dem Deck-
glas sein, da diese dazu führte, dass die Transplantate beim Ablegen des Deckglases 
zum Rand der Kammer abweichen konnten (wie unter 4.4.1 für die Lungenstücke be-
schrieben). Dieses Gleichgewicht zwischen zu wenig und zu viel Flüssigkeit zu finden 
war manchmal etwas schwierig, so dass der Vorgang mehrere Male wiederholt werden 
musste. Schließlich wurde dann der Klemmring auf dem Deckglas montiert, so dass 
das Glas befestigt war. 
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4.6 Setzen der Ischämie 
Bevor die Ischämie um eines der Transplantate gesetzt wurde, wurde eine Leermes-
sung am Intravitalmikroskop durchgeführt, wobei die später ischämische Lunge, die 
Kontrolllungen, die später ischämische Kammerhälfte und die Kontrollkammerhälfte 
aufgenommen wurden. (siehe 4.10.4). Aus herkömmlichem Gummi (Fahrradschlauch) 
wurde mit einem Skalpell eine Halbmondform geschnitten, die für die individuelle 
Kammersituation passend war. Das heißt, der Gummiring sollte so konzipiert sein, 
dass er den Blutfluss zu einem der Transplantate gänzlich abschnitt, aber dabei keines 
der Implantate komprimierte. Die entsprechende Maus wurde mit intraperitonealer Nar-
kose (Ketamin/Xylazin wie unter 4.2.2 erklärt) narkotisiert und auf die Seite gelegt, so 
dass die Seite der Kammer mit dem Klemmring nach unten zeigte. Dabei wurden unter 
die Kammer einige Kompressen mit 10cm Seitenlänge gelegt, damit die Kammer hori-
zontal lag. Das Deckglas wurde für die Zeit des Versuches entfernt. Es wurde das Me-
tallstück des Stempels auf den Schaft der oberen Schraube der Rückenhautkammer 
gesetzt und der Gummiring auf die Rückenhaut der Maus gelegt (die unpräparierte 
Seite), so dass eines der Lungenstücke von dem Gummiring umrandet war (siehe 
Abbildung 64). Die richtige Position ließ sich mit Durchleuchtung einfach kontrollieren. 
Dann wurde innerhalb der Rückenhautkammer gegenüber des Gummihalbmondes am 
Rand des Kreises der Kammer ein kleiner Gummiwürfel mit ca. 0,5mm Kantenlänge 
gelegt und über den gesamten Kreis eine runde durchsichtige Silikonplatte (Sonderan-
fertigung für die Versuchsreihe) angebracht, die in der Mitte eine runde Aussparung auf 
der oberen Seite hatte, in die die Stellschraube des Stempels passte. Diese Schraube 
wurde nun so fest gedreht, dass innerhalb des Halbmondes um das ausgewählte 
Transplantat kein Blutfluss mehr stattfand. Dieses konnte mit einem Blick durchs Intra-
vitalmikroskop bei vorheriger FITC-Gabe retrobulbär sofort kontrolliert werden.  
 
Abbildung 60: Hier sieht man die aus Gummi individuell für jede Kammer zugeschnittene Halbmondform 
und ein aus Gummi geschnittener kleiner Würfel, der dafür sorgte, dass der Stempel in waagerechter 
Position auflag.  
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Abbildung 61: In diesem Bild ist die gesamte Stempelanlage zu sehen. Auf den aus Gummi geschnittenen 
Halbmond kam die runde Scheibe und diese wiederum wurde mit einer Schraube auf die Rückenhaut-
kammer gepresst. 
 
Abbildung 62: Hier ist die Stempelanlage von der anderen Seite dargestellt: Zu sehen ist die Gummi-
Halbmondform, die nun aufgrund des Stempelruckes auf die Kammergefäße drückte und so den Blutfluss 
zu einem der ektopen Lungenstücke unterbrach.  
 
Abbildung 63: Hier nochmals die Ansicht durch das Deckglas auf die Gummihalbmondform. Innerhalb 
dieser Halbmondform befand sich das nun ischämische Lungenstück. Zu sehen ist, dass die Blutversor-
gung zu diesem Lungenstück unterbrochen war. 
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Abbildung 64: Die gleiche Situation etwas näher betrachtet bei einer anderen Rückenhautkammer: Hier ist 
sehr gut der Unterbruch des Gefäßstroms zu sehen.  
4.7 Endotheliale Progenitorzellen (EPC) 
4.7.1 Isolation und Kulturbedingungen von endothelialen Progenitorzellen 
(EPC) aus Ratten-Knochenmark (Kähler et al. 2007) 
„EPC wurden aus Femur-Knochenmark von 5 bis 6 Monate alten männlichen Sprague-
Dawley-Ratten (220-280 g) isoliert. Aspiriertes Knochenmark wurde mit 1000 U/ml He-
parin (Immuno, Wien, Österreich), Deoxyribonuclease I 1000 U/ml (Sigma, St. Louis, 
MO, USA) in Dulbecco´s PBS (PAA Laboratories, Wien, Österreich) gemischt (Jamur 
et al., 2001). Die mononukleäre Zellfraktion wurde durch einen Lymphoprep-
Dichtegradienten (Nycomed, Asker, Norwegen) durch 30 Minuten Zentrifugation bei 
400 x g (GPR, Beckman, Hettich, Deutschland) separiert. Die mononukleäre Zellfrakti-
on wurde abgesaugt, gewaschen und bei 800 rpm während 10 Min. zentrifugiert. Das 
Zell-Pellet wurde dann in EBM-2-Medium (Clonetics, San Diego, CA, USA) mit 20% 
fötalem bovinem Serum (FCS, PAA Laboratories, Pasching, Österreich) suspendiert 
und in mit Ratten-Fibronectin (10 µg/ml, Sigma, F0635, St. Louis, MO, USA) vorbe-
schichteten 12 Well-Platten (Costar, Corning, Niederlande) ausgesät. Nach 24 h wurde 
die nicht-adhärente Zellpopulation aspiriert und in eine neue Fibronectin-beschichtete 
Platte transferiert. Nach weiteren 24 h wurde dieser Schritt wiederholt, um schnell ad-
härente hämatopoetische Zellen oder reife, möglicherweise im Aspirat vorhandene 
Endothelzellen auszuschließen. Nur die nicht-adhärente Zellpopulation wurde nach 48 
h gesammelt und für alle weiteren Experimente benützt. Diese Fraktion wurde in EBM-
2-Medium kultiviert, das vascular endothelial growth factor (VEGF), humanen fibroblast 
growth factor-B (hFGF-B), R³-insulin like growth factor (R³-IGF-1), humanen epidermal 
growth factor (hEGF), Ascorbinsäure, Hydrocortison, Gentamycin, Amphotericin B 
(MV-Kit, Clonetics, San Diego, CA, USA) und stem cell growth factor (SCGF, 
Preproech EC Ltd., London, GB) enthielt. Nach 2-3 Tagen wurden Angioblasten-
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ähnliche Zellen beobachtet und ein spindelartiges Auswachsen der Zellen dokumen-
tiert. Nach 7 bis 10 Tagen wurde eine Konfluenz der auswachsenden Zellpopulation 
erreicht, und die Zellen wurden mit Hilfe von Kollagenase (CLS-CI-22, Biochrom AG, 
Berlin, Deutschland) passiert.“(Hamacher, 2007). 
 
Abbildung 65: EPC im Reagensglas 
 
Abbildung 66: EPC durch das Mikroskop betrachtet 
 
Abbildung 67: EPC durch das Mikroskop betrachtet 
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Abbildung 68: EPC durch das Mikroskop betrachtet 
 
Abbildung 69: EPC durch das Mikroskop betrachtet 
 
Abbildung 70: EPC durch das Mikroskop betrachtet 
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Abbildung 71: EPC durch das Mikroskop betrachtet 
4.7.2 Injektion der EPC 
Bei der zweiten Versuchsreihe mit Ischämieschaden - nachdem dieser Schaden selber 
charakterisiert und untersucht worden war - wurden eine Stunde nach Reperfusion 
intrajugulär die EPC appliziert. Dazu wurden die Versuchstiere in Narkose gelegt, die 
Vena jugularis frei präpariert und kranial mit einer Ligatur abgeklemmt. An der Ligatur 
wurde ein Zug nach kranial erzeugt, in dem der Faden an der Unterlage mit einem Kle-
bestreifen fixiert wurde. Die Vena wurde mit einem feinen 22 G Venenverweil-Katheter 
(Braun, Melsungen) angestochen, der ebenfalls durch einen Klebestreifen auf der Un-
terlage fixiert wurde, um ihn vor dem Verrutschen zu sichern. Am Ende des Katheters 
war ein 3-Wege-Hahn angebracht, an dem die Injektionsspritze angesetzt wurde, um 
die EPC langsam applizieren zu können. Da pro Versuchstier ca. 3ml Flüssigkeit in 
Form der Stammzellen gegeben werden mussten, was eine sehr große Volumenbelas-
tung für das Tier darstellte, war es wichtig, diese langsam über einen Zeitraum von 
einigen Minuten zu applizieren. Nach erfolgter Gabe wurde der Katheter vorsichtig ent-
fernt und die Subcutis und Cutis mit einem 4-0-Polyethene-Faden verschlossen.  
 
Abbildung 72: Präparation der Vena jugularis links 
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Abbildung 73: Injektion der Stammzellen in die Vena jugularis 
4.8 Applikation von subkutanem Matrigel 
Bei den Versuchstieren, die später EPC injiziert bekamen, wurde 3 Tage vor der Injek-
tion von EPC jeweils 150µl Matrigel (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) sub-
kutan in die links- und rechtsseitige Flanken-Subcutis zur Analyse der Angiogenese 
und zum allfälligen Nachweis von Homing von EPC in diese pro-angiogene Matrix ap-
pliziert. Die histologischen Schnitte dieser Bereiche sind leider bisher nicht ausgewertet 
worden, so dass uns hierzu zu diesem Zeitpunkt keine Ergebnisse vorliegen. Die 
Grundidee, die hinter diesem Versuch steckte, war zu kontrollieren, ob die endothelia-
len Progenitorzellen, falls sie sich später in der ischämischen Lunge ansammeln, auch 
hier in dieser pro-angiogenen Substanz ansammeln.  
 
Abbildung 74: 150 µl subkutan appliziertes Matrigel in der rechten Flanke 
4.9 Histologie 
4.9.1 Histologische Präparate 
Nachdem die Versuche abgeschlossen waren, wurden die Mäuse sakrifiziert und die 
Rückenhautkammern abgebaut. Die präparierte Rückenh
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Deckglas sichtbar war, wurde mit einer Mikroschere rund ausgeschnitten, in ein dafür 
vorgesehenes Plastikkörbchen gelegt und in 4%-iger Formaldehydlösung bei 4°C für 
24 Stunden fixiert. Die fixierten Präparate wurden in Paraffin eingebettet und in Schnit-
te von 5µm Dicke geteilt. Bei den Versuchstieren, die EPC appliziert bekamen, wurden 
zusätzlich zur Rückenhautkammer sämtliche Abdominal- und Thoraxorgane entnom-
men und mit dem gewonnenen Gewebe gleich verfahren und ebenfalls histologische 
Schnitte angefertigt.  
4.9.2 Konventionelle Histologie und Immunhistochemie 
Jeder sechste Schnitt der Rückenhautkammer-Präparate wurde nach histologischem 
Standardprotokoll mit Hämatoxylin-Eosin gefärbt. War auf einem der Schnitte eine 
Stammzelle zu sehen, so wurden die beiden benachbarten Schnitte für den immun-
histochemischen Nachweis des Endothelzellmarkers von-Willebrand-Faktor (vWF) 
verwendet. Auch die Präparate von ganzen Organen wurden mit Hämatoxylin-Eosin 
gefärbt. 
Neugebildete Gefäße wurden durch den Endothelzellmarker von-Willebrand-Faktor 
(vWF) mit Immunoperoxidase-Technik immunhistochemisch nachgewiesen.  
Hierzu wurden deparaffinierte Rückenhautkammer-Präparate zur Blockade endogener 
Peroxidasen für 10 Minuten in 3% H2O2 inkubiert und danach mit Pronase (Pronase E; 
25mg in 10ml Tris-Puffer 0,05 M; Merck, Darmstadt) für weitere 10 Minuten bei 37°C 
angedaut. Anschließend erfolgte die Inkubation der Präparate mit einem 1:200 ver-
dünnten Primärantikörper gegen vWF (Rabbit Anti-Human-IgG; Dako Diagnostika 
GmbH, Hamburg) über einen Zeitraum von 120 Minuten bei 37°C, gefolgt von einem 
1:200 verdünnten Sekundärantikörper (Vectastain ABC-peroxidase-kits; Camon Labor-
service GmbH, Wiesbaden) zur Streptavidin-Biotin-Komplex-Peroxidase-Färbung für 
30 Minuten bei Raumtemperatur. Als Chromogen zum Nachweis der Antigen-
Antikörperreaktion diente 3,3-Diaminobenzidin. Nach Gegenfärbung mit Hämalaun 
nach Mayer konnten die Schnitte lichtmikroskopisch beurteilt werden. 
4.9.3 Y-Hybridisierung  
Die Idee dieses Ansatzes war, festzulegen, ob die neu eingesprossten Gefäße, die die 
ektopen Lungengewebestücke mit den Gefäßen der Kammermuskulatur verbinden, 
von den Gefäßen des Lungengewebes oder von denen der Kammermuskulatur aus-
gehen. Dazu implantierten wir bei 3 männlichen C57BL/6-Versuchsmäusen in die Rü-
ckenhautkmmer Lungengewebe einer weiblichen Spendermaus. Bei den histologi-
schen Schnitten dieser Versuchsreihe sollte dann mittels in situ- Hybridisierung an den 
Stellen der neugebildeten bzw. revaskularisierten Gefäße das Y-Chromosom nachge-
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wiesen werden. Dadurch, dass das ektope Lungengewebe von einer weiblichen Spen-
dermaus kam, erhielt das Lungengewebe primär keine Y-Chromosomen. Hätten wir 
innerhalb dieses Areals ein Y-Chromosom nachweisen können, so hätte dies dafür 
gesprochen, dass die neugebildeten Gefäße aus der Rückenmuskulatur eingesprosst 
sind. Fehlende Y-Chromosomen dagegen hätten dafür gesprochen, dass die Gefäße 
aus den transplantierten Lungestücken hervorgegangen bzw. revaskulariest worden 
sind. Diesen Nachweis sollten die Kollegen aus dem Humangenetischen Institut in 
Homburg liefern, was jedoch aus zeitlichen Gründen leider bis zum heutigen Datum 
nicht erfolgte. Dies könnte jedoch Gegenstand von weiteren Arbeiten in der Zukunft 
sein.  
4.10 Studien 
4.10.1 Charakterisierung der Lunge 
Zur Charakterisierung von ektopem Lungengewebe in der Rückenhautkammer wurden 
bei insgesamt 22 C57BL/6-Mäusen (Gewicht 20-30g) beider Geschlechter eine Rü-
ckenhautkammer montiert und drei Tage später jeweils 3 subpleurale Lungenparen-
chymwürfel mit einer Kantenlänge von 5mm in die Kammer transferiert. Zur genauen 
Beobachtung und Charakterisierung wurden die Lungentransplantate an Tag 0, 3, 6, 
10 und 14 nach Transplantation intravital mikroskopiert. Im 5er Objektiv wurden die 
Transplantate an jedem der Tage zur Flächenbestimmung gefilmt, im 20er Objektiv 
wurden mehrere Ausschnitte pro Transplantat über 30sec. aufgenommen, um später 
offline am Cap Image die Durchmesser der neu gebildeten Gefäße und die dazugehö-
rige Blutflussgschwindigkeit zu messen. Des Weiteren konnte so die funktionelle Kapil-
lardichte der Transplantate ermittelt werden. Zusätzlich wurden die Anzahl der Leuko-


















Abbildung 75: Rückenhautkammer mit 3 implantierten Lungengewebsstücken (Pfeile) mit 0.5mm Kanten-
länge. Die Rückenhautkammergefäße können leicht in Arteriolen (a) und Venolen (v) unterteilt werden.  
4.10.2 Vergleich mit Endometrium  
Um das Lungengewebe in der Rückenhautkammer mit einem anderen Gewebe zu 
vergleichen, wurden in die Rückenhautkammern von 6 C57BL/6-Mäusen jeweils zwei 
Endometriumstücke und zwei Lungenstücke transplantiert. Endometrium wurde des-
halb als Vergleichsgewebe ausgesucht, weil es ein relativ einfach zu entnehmendes 
Organ ist, für das Versuchstier nicht lebensnotwendig ist und bereits vorher in anderen 
Studien gezeigt werden konnte, dass es in der Rückenhautkammer gut anwächst und 
revaskularisiert. Diese Rückenhautkammern wurden wie die Kammern mit den Lun-
gencharakterisierungen unter 4.10.1 behandelt. Sämtliche Transplantate wurden direkt 
nach Implantation, 3, 6, 10 und 14 Tage später intravital mikroskopiert und die Parame-
ter Organfläche, funktionelle Kapillardichte, Durchmesser der Gefäße und Blutflussge-
schwindigkeit untersucht. Des Weiteren wurde Endometrium in der Rückenhautkam-
mer von 9 weiteren C57BL/6-Mäusen verwendet, um den Hypoxie-Versuch - beschrie-
ben unter 4.10.3 - ebenfalls an Endometriumgewebe durchzuführen (n=4 für die Hypo-
xie-Serien und n=5 für die 90 minütigen Hypoxien und Hyperoxien).  
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Abbildung 76: Darstellung einer Rückenhautkammer mit 2 Lungenstücken bei 2 und bei 8 Uhr und 2 En-
dometriumstücken bei 11 und bei 5 Uhr. 
4.10.3 Hypoxie-Hyperoxie-Serien  
Zur weiteren Charakterisierung des ektopen Lungengewebes in der Rückenhautkam-
mer wollten wir aufzeigen, ob sich die neu gebildeten Gefäße in den ektopen Lungen-
transplantaten wie Lungengefäße der belüfteten Lunge verhalten, oder ob sie Eigen-
schaften der peripheren Gefäße annehmen. Dazu untersuchten wir die Vasoreaktivität 
der Mikrogefäße des Kammergewebes sowie der neu gebildeten Gefäße des Trans-
plantats unter verschiedenen inspiratorischen Sauerstofffraktionen. Als ersten Teil des 
Versuches führten wir an 9 C57BL/6-Mäusen (n=5 mit je 3 Lungenstücken und n=4 mit 
je 2 Lungen- und 2 Endometriumstücken) eine Hypoxie-Serie durch: Den narkotisierten 
Mäuse wurde hierzu unter intravitalmikroskopischer Kontrolle über eine Maske jeweils 
10 Minuten lang Sauerstoffraktionen mit 21%, 10%, 15%, 100% und wieder 21% ver-
abreicht. Als zweiten Teil des Versuches applizierten wir 10 narkotisierten C57BL/6-
Mäusen (n= 5 mit je 3 Lungenstücken in der Kammer und n=5 mit je 2 Lungen- und 2 
Endemetriumstücken in der Kammer) an Tag 10 nach Implantation der Lungenstücke 
in die Rückenhautkammer über eine Gesichtsmaske für 90 Minuten ein Gasgemisch 
mit 10% Sauerstoff und 90% Stickstoff. Vorher, 10, 30 und 90 Minuten später maßen 
wir mit dem Intravitalmikroskop mindestens 10 Gefäßdurchmesser und den Blutfluss in 
denselben Gefäßen, um Gefäßveränderungen über die Zeit feststellen zu können. Da-
bei druckten wir mit dem Ultraschalldrucker die entsprechenden Bildausschnitte aus 
und markierten die Gefäßstellen, um bei den folgenden Messungen immer wieder die 
exakt gleichen Stellen identifizieren zu können. Nach der 90-Minuten-Messung wurde 
die Maske entfernt und nach 2, 10, 30 und 90 Minuten die Vasoreaktivität bei Raumluft 
gemessen. Bei diesen Mäusen wurde am kommenden Tag, also 11 Tage nach Lun-
genimplantation, das Vorgehen mit 100% Sauerstoff anstatt 10% für 90 Minuten wie-
derholt. Die gleichen Gefäßdurchmesser und Blutflüsse wie am Vortag wurden zu den 
gleichen Zeitpunkten (0,10, 30 und 90 Minuten nach Sauerstoffgabe) gemessen und 
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dann nach 2, 10, 30 und 90 Minuten nach Entfernung der Atemmaske. Bei der Hälfte 
der Versuchstiere wurde genau umgekehrt verfahren und an Tag 10 zuerst 100% Sau-
erstoff und an Tag 11 10% Sauerstoff gegeben, um ein konsekutives Verhalten der 
Vasoreaktivität durch den vorangehenden Versuch auszuschließen.  
 
Abbildung 77: Versuchsaufbau Hypoxie-Hyperoxie-Serien: Das Versuchstier lag unter dem IVM mit einer 
Maske, die an Stickstoff und Sauerstoff angeschlossen werden konnte. 
 
Abbildung 78: Maus unter dem Intravitalmikroskop mit Sauerstoffgabe 
 
Abbildung 79: Maus mit Beatmungsmaske 
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4.10.4 Ischämie-Reperfusionsschaden 
Um den Ischämieschaden an den Lungentransplantaten zu beschreiben, transplantier-
ten wir in die Rückenhautkammern von 3 C57BL/6-Mäusen (Gewicht 22-26g)  jeweils 3 
ektope Lungenstücke, um 10 Tage nach Implantation eine Ischämie bei einem der 
Transplantate vorzunehmen. Um hierbei eine gute Ischämielänge für den Ver-
suchsaufbau zu erreichen, führten wir bei einer der Mäsue eine einstündige, bei einer 
eine zweistündige und bei der dritten eine dreistündige Ischäme durch. Intravital mikro-
skopierten wir dabei vor der Ischämie, direkt nach Reperfusion, 3 Stunden und 24 
Stunden nach Reperfusion. Dabei führten wir im 5er Objektiv ein Mapping der Lungen-
stücke durch, und maßen im 20er Objektiv die Gefäße einmal im FITC-Filter zur Be-
stimmung von Gefäßdurchmesser und Fluss und zusätzlich im Rhodamin-Filter zur 
Evaluierung der Leukoadhäsion. Dabei beobachteten wir sowohl die Transplantate als 
auch die ischämische und die nicht-ischämische Kammerhälfte.   
4.10.5 Homing von endothelialen Progenitorzellen 
Bei 10 Nacktmäusen (Gewicht 25-35g) und 3 C57BL/6-Mäusen setzten wir eine I-
schämie bei einer der 3 Lungenimplantate wie unter 4.6 beschrieben. Die Messungen 
führten wir nach dem Messprotokoll - unter 4.10.4 erklärt - durch. Bei der ersten Hälfte 
der Versuchstiere führten wir eine Ischämie von einer Stunde durch und gaben 1 Stun-
de nach Reperfusion endotheliale Progenitorzellen zusammen mit Tusche in die Vena 
jugularis. Dazu benutzten wir handelsübliche Tusche von Rotring, die wir 1:10 in HES-
Lösung verdünnten. Die Idee bei Benutzung der Tusche war, dass bei den histologi-
schen Schnitten bei auftretenden Kapillarschrankenstörungen schwarze Verfärbungen 
im Gewebe sichtbar sind. Bei der zweiten Hälfte der Versuchstiere führten wir eine 
Ischämie von 2 Stunden Dauer durch und gaben 1 Stunde nach Reperfusion 1x106 
oder 4x106 fluoreszenzmarkierte (SP-DilC18(3)) endotheliale Progenitorzellen der Ratte 
oder des Menschen in die Vena jugularis. Währenddessen und direkt nach dem Vor-
gang beobachteten wir im Rhodaminfilter im 10er Objektiv die gespritzten Zellen. 
Durch das Wechseln des Mikroskopfilters zum FITC-Filter bei unbewegtem Bild konn-
ten die Gefäße an den entsprechenden Stellen sichtbar gemacht werden, so dass wir 




Das Modell der Rückenhautkammer ist, wie in der Einleitung unter 2.3 beschrieben, ein 
bereits gut etabliertes Verfahren. So wurden bisher viele Organgewebe oder auch 
Fremdmaterial innerhalb der Rückenhautkammer untersucht. Besonders die Mikroge-
fäße lassen sich hierbei sehr gut im Rahmen der Intravitalmikroskopie darstellen.  
Unser Versuchsaufbau erwies sich als gut gewählt. Der Bau der Rückenhautkammer 
hat nach einigen Übungstieren einwandfrei funktioniert. Das Gewebe erholte sich 
schnell, und so konnten nach 2-3 Tagen bereits die entnommenen Organstücke im-
plantiert werden. Das ektope Gewebe wuchs bemerkenswert schnell an, und so war 
auch die Durchblutung bereits nach drei Tagen intravitalmikroskopisch gut darstellbar. 
Die meisten Versuchstiere überlebten bis zur Sakrifizierung an Tag 14 nach Implantati-
on der Organe. Daher konnten zahlreiche Untersuchungen über 14 Tage verteilt vor-
genommen werden. Es musste lediglich eine kurze Narkose eingeleitet und die beiden 
Farbstoffe FITC und Rhodamin retrobulbär appliziert werden, und dann konnten die 
Gefäße mitsamt den Erythrozyten und auch die Leukozyten sichtbar gemacht werden. 
Diese Methode funktionierte einwandfrei. Unsere Versuche zur Charakterisierung der 
Lunge innerhalb der Rückenhautkammer waren damit geglückt. Als nächstes charakte-
risierten wir wie unter 4.10.4 beschrieben die Ischämie eines der Organe mithilfe des 
Druckstempels. Im Intravitalmikroskop konnte die Ischämie nachgewiesen werden. Als 
letzte Versuchsreihe spritzten wir nun endotheliale Progenitorzellen intravenös in die V. 
jugularis (siehe Abbildung 73) und konnten feststellen, dass diese vermehrt in die i-
schämische Lunge wandern. 
5.1.1 Bau der Rückenhautkammer 
Der Bau der Rückenhautkammer wurde von uns, wie bereits etabliert, durchgeführt. 
Nach wenigen Übungstieren funktionierte dies repetitiv. Es wurde stets die eine Seite 
der Rückenhaut rund abpräpariert, wie in 4.2.2 genauer beschrieben. Unter mikrosko-
pischer Sicht konnten Hautmuskel, subkutanes Gewebe und Epidermis entfernt wer-
den. Reste wurden ebenfalls mit der Mikropinzette und Mikroschere entfernt. An Tag 2-
3 nach Implantation der Rückenhautkammer war das Gewebe schön verheilt und keine 
Zeichen von Ödem oder Entzündung sichtbar.  
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5.1.2 Entnahme von Lungengewebe 
Wie in 4.4 und 4.4.1 beschrieben wurde einer Spendermaus die Lunge entnommen 
und innerhalb der Petrischalen präpariert. Systematisch wurde die Pleura vorsichtig 
entfernt und die dadurch gewonnenen Gewebestücke in einer weiteren Petrischale auf 
die vorgesehene Größe präpariert. Dies funktionierte wie in 6.1.1.1 erklärt nur annä-
hernd, obwohl mit einer Schablone gearbeitet wurde. Der Vorteil hierbei war, dass pro 
Versuchsreihe nur eine Maus sakrifiziert werden musste, um Gewebe für mehrere Rü-
ckenhautkammern zu gewinnen. Wie wir später im Intravitalmikroskop sehen konnten, 
war es stets gelungen, das Lungengewebe pleurafrei zu implantieren. Wir wollten spe-
ziell dieses, primär pleurafreie, und doch pleuranahe Lungengewebe, da es sich um 
alveoläres Gewebe ohne zentrale Luftwege handelte. Peripheres Gewebe eignete sich 
hierfür am besten, da von zentral ausgehend bis zur Pleura gehend immer weniger 
Gefäße vorhanden waren. 
5.1.3 Entnahme von Endometriumgewebe 
Dieses Operationsverfahren war etwas schwieriger als das der Lungengewebegewin-
nung, da hierbei die Empfängertiere selbst auch die Organspender waren. Leider über-
lebten einige Tiere diesen Eingriff nicht. Die durch die Operation entstandene Wunde 
am unteren Abdomen war über den Beobachtungszeitraum von 14 Tagen reizlos.  
Das entnommene Uterushorn wurde innerhalb einer Petrischale längs eröffnet und 
Endometrium abpräpariert. Diese Methode funktionierte sehr gut, und dieser Schritt der 
Endometriumgewinnung war vergleichsweise einfach, unter anderem, weil hier keine 
Pleura wie bei den Lungen fein abzupräparieren war. Das Schneiden auf die ge-
wünschte Würfelgröße erfolgte wie bei dem Lungengewebe unter Verwendung der 
Schablone.  
5.1.4 Implantation des Gewebes in die Rückenhautkammer  
Dieser Schritt verlief ohne Störungen, auch wenn die richtige Dosisfindung der Koch-
salzlösung oft zu multiplen Wiederholungen dieses Schrittes führte. Diese Problematik 
ist unter 4.4.1 näher erläutert. Dadurch, dass wir den größtmöglichen Abstand zwi-
schen den Geweben innerhalb der Rückenhautkammer wählten, beeinflussten die ek-
topen Gewebestücke sich nicht gegenseitig und wuchsen nicht zusammen. Dies er-
möglichte die jeweils getrennte Beurteilung der Gewebestücke. In ganz wenigen Fällen 
mussten wir feststellen, dass die Gewebe weiter nach unten und demzufolge außer-
halb der Rückenhautkammeröffnung gewandert waren. Dies betraf jedoch meist nur 
ein, maximal zwei Gewebestücke. Nach den ersten Mäusen bemühten wir uns, die 
Gewebestücke möglichst weit oben in der Rückenhautkammer zu platzieren, um ein zu 
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weites Herunterrutschen zu verhindern, was in den meisten Fällen mit Erfolg verbun-
den war. Die hierdurch entstandenen Ausfälle konnten nicht ausgewertet werden. Die 
ektopen Gewebestücke wuchsen innerhalb weniger Tage sehr gut an und revaskulari-
sierten so gut wie vollständig (siehe 5.2.3). Dies lässt mich behaupten, dass sich die-
ses Modell als sehr erfolgreich beim Beobachten von Mikrogefäßen der transplantier-
ten Gewebesorten erwiesen hat.  
5.1.5 Intravitalmikroskopie 
Diese Methode war ebenso wie das Modell der Rückenhautkammer vorher bereits gut 
beschrieben und durch die Nutzung von einigen anderen Organen oder anderem Mate-
rial gut etabliert. Hierbei ließ sich besonders gut die Lunge  intravitalmikroskopieren. Es 
war uns möglich, an den jeweiligen Messtagen die verschiedenen hämodynamischen 
Parameter wie Organgröße, Blutfluss, Gefäßdurchmesser, revaskularisierte Fläche, 
funktionelle Kapillardichte, Apoptoserate und Leukozytenanzahl zu messen. Der Blut-
fluss der Lungenstücke stellte alle bisher gemessenen Blutflüsse anderer Organe in 
den Schatten. Eine so hohe Geschwindigkeit wurde bis dato noch nicht erfasst (Aus-
sage Prof. M.D. Menger, Direktor Institut für Experimentelle Chirurgie, persönliche Mit-
teilung 2006). Das Messen der verschiedenen Parameter war an allen Messtagen 
problemlos möglich. Dadurch, dass sich die Maus in Narkose befand, konnten alle Imp-
lantate inklusive des Kammergewebes genauestens untersucht werden. Die Gewebe 
wurden nach immer wieder den gleichen Kriterien und Schemata untersucht, was ei-
nen problemlosen Vergleich ermöglichte. Die Intravitalmikroskopie lieferte uns also 
sehr gute Dienste und erfüllte ihren Zweck zur Beobachtung des Mikrogefäßsystems. 
5.2 Charakterisierung der Lunge und Vergleich mit Endometrium  
5.2.1 Implantation von Lungen- und Endometriumgewebe in die Rückenhaut-
kammer  
Bei der Charakterisierung der Lungen- und Endometriumgewebsstücke in der Rücken-
hautkammer wurden die Gewebe an den Tagen 0, 3, 6, 10 und 14 nach Implantation 
sowohl makroskopisch als auch intravitalmikroskopisch ausgewertet. Mit der Applikati-
on von FITC-Dextran (5%, 0.1ml; MG 150000; Sigma) wurde das Blutplasma ange-
färbt, es kam daher zur Kontrastverstärkung. Durch die intravenöse Applikation von 
Rhdamin-6G (0,1%, 0,1ml; MG 479; Sigma) kam es zur in vivo Kontrastierung von 
Leukozyten.  
An Tag 0, also am Tag der Implantation, war ein glatt begrenztes Lungenstück in der 
Kammer ohne jeglichen Blutfluss sichtbar. Lediglich die Gefäße der Rückenhautkam-
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mer schienen unbeeindruckt von der Implantation des neuen Gewebes. Hier war der 
Blutfluss in toto normal. 
Maus Lunge Tag 0
 
Abbildung 80: Drei implantierte Lungenstücke in der Rückenhautkammer makroskopisch und ein Lungen-
stück durch das Intravitalmikroskop betrachtet 60 Minuten nach der Implantation 
Es kam zu einem Anschluss des pulmonalen Gefäßbettes an die Kammergefäße. Am 
Tag 3 nach Transplantation fanden sich erste Zeichen der Neoangiogenese in Form 
von sinusoidal erweiterten Gefäßschläuchen am Transplantatrand mit sehr langsamem 
Blutfluss, perifokalem Ödem und einer Einblutungstendenz. Die Lungengefäße breite-
ten sich in das Kammergewebe aus. An Tag 0-3 gelang FITC-Dextran nicht in die Lun-
genstücke. Es führte allerdings dazu, dass die Kammergefäße gut darstellbar waren.  
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Maus Lunge Tag 3
 
Abbildung 81: Drei implantierte Lungenstücke in der Rückenhautkammer makroskopisch und ein Lungen-
stück durch das Intravitalmikroskop betrachtet 3 Tage nach der Implantation: Es waren ein perifokales 
Ödem und eine Einblutungstendenz auszumachen. 
Am Tag 6 nach Implantation war im Lungenstück bereits ein zunehmender Blutfluss 
darstellbar. Zu diesem Zeitpunkt war bereits mehr als die Hälfte des ektopen Gewebes 
revaskularisiert. 
Maus Lunge Tag 6
 
Abbildung 82: Drei implantierte Lungenstücke in der Rückenhautkammer makroskopisch und ein Lungen-
stück durch das Intravitalmikroskop betrachtet 6 Tage nach der Implantation: Zu diesem Zeitpunkt war 
bereits mehr als die Hälfte des implantierten Lungengewebes revaskularisiert.  
Bis zum Tag 10 entwickelte sich ein zunehmend dichtes Netzwerk neu gebildeter Mik-
rogefäße mit irregulären Durchmessern, einer chaotischen Angio-Architektur und deut-
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lich erhöhtem Blutfluss. Zu diesem Zeitpunkt waren durch die vielen Verbindungen von 
Kammer- und Lungengefäßen alle Gefäße der Lungenstücke revaskularisiert. 
Maus Lunge Tag 10
 
Abbildung 83: Drei implantierte Lungenstücke in der Rückenhautkammer makroskopisch und ein Lungen-
stück durch das Intravitalmikroskop betrachtet 10 Tage nach der Implantation: Es lag eine chaotischen 
Angiostruktur mit einem erhöhten Blutfluss vor. An diesem Zeitpunkt waren bereits alle Gefäße des Trans-
plantates revaskularisiert. 
In den Endometrium-Transplantaten fand sich ein deutlich erniedrigter Blutfluss. In die-
sen war die Angio-Architektur glomerulumartig strukturiert. Diese Ergebnisse verdeut-
lichten, dass mit diesem Modell die Möglichkeit gegeben war, die pulmonale Mikrozir-
kulation in vivo zu analysieren.  
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Maus Lunge Tag 0 Maus Lunge Tag 3
Maus Lunge Tag 6 Maus Lunge Tag 10
 
Abbildung 84: Implantierte Lungenstücke in der Rückenhautkammer an den verschiedenen Messtagen zur 
Übersicht 
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F  Endometrium d10
E  Lunge d10: Venole
C  Lunge d6 D  Lunge d10: Arteriole
B  Lunge d3 A  Lunge d0 
 
Abbildung 85: A-E zeigen Lunge durch das Intravitalmikroskop betrachtet in der Übersicht von Tag 0 
bis 10 nach Implantation. An Tag 10 sind jeweils eine Arteriole und eine Venole (D und E) gezeigt 




Die Gesamtfläche der implantierten Organe - sowohl Lungengewebe als auch Endo-
metriumgewebe - hat sich über den Zeitraum von 0-14 Tagen nach Implantation nicht 
signifikant verändert. Der Zielwert bei der Organentnahme war 1mm2. Die realistische 
Fläche - im Nachhinein im Intravitalmikroskop gemessen - belief sich auf ca. 0.4-
1.7mm2. Mögliche Fehlerquellen dabei waren die mechanische Verformung der Gewe-
bestücke nach Implantation in die Rückenhautkammer durch Druck des Deckglases 
von oben und das ungenaue Ausschneiden während der Gewebepräparation. Das 
Ausmessen der Gewebestücke erfolgte innerhalb der Petrischale unter mikroskopi-
scher Sicht mit einer Schere, wobei unterhalb der durchsichtigen Schale eine Schablo-
ne mit den Idealmaßen lag. Die pleurafreien Lungenstücke waren zuvor in einer zwei-
ten Petrischale aus der gesamten entnommenen Lunge herausgeschnitten worden, 
nachdem die Pleura vorsichtig abgetrennt worden war. Dieses Verfahren brachte na-
türlich Ungenauigkeiten mit sich. Die Abbildung 86 stellt die Verteilung der gemessen 
Organflächen dar und lässt darauf schließen, dass diese Größen, sowohl von Lungen- 
als auch Endometriumgewebe, sich über den Zeitraum von 14 Tagen nicht sonderlich 
verändert haben. Zu diskutieren wäre hierbei, ob die Implantate ihre Organgröße ver-
ändern mussten, um sich in das Empfängergewebe zu integrieren. Die Gefäßdichte 
und -Länge hatte in diesem Zeitraum bereits signifikant zugenommen. In Abbildung 87, 
die die Größe der verschiedenen Messtage prozentual im Vergleich zu Tag 0 darstellt, 
erkennt man eine kaum steigende Linie, die ein minimales Wachstum der Organfläche 
über die Zeit darstellt.  



















































































Abbildung 87: Gemessene Gesamt-Organfläche im Intravitalmikroskop über die Zeit im Vergleich mit Tag 




der Größe an 
Tag 0]
mean and SEM
ANCOVA: p=0.048 for differences between days, and p=0.20 for tissue type

















Abbildung 88: Organfläche in Prozent der Ausgangsfläche von Lungen- und Endometriumgewebe über 14 
Tage 
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5.2.3 Revaskularisierte Fläche 
In der Abbildung 89, die die revaskularisierte Organfläche der Lunge über den Zeit-
raum von Tag 3-14 darstellt, sieht man, dass an Tag 3 nach Implantation die allermeis-
ten Organflächen noch nicht revaskularisiert waren, wohingegen an Tag 6 bereits viele 
der Organe eine revaskularisierte Fläche von 0.6-1mm2 aufwiesen. An Tag 3 betrug die 
revaskularisierte Fläche anteilig 7% der Gesamtfläche, an Tag nahm diese bereits 58% 
ein. Innerhalb dieser 3 Tage war folglich ein enormes Gefäßwachstum zu verzeichnen. 
Von Tag 6 bis Tag 14 stieg diese revaskularisierte Fläche stetig weiter an. An Tag 10 
war der Anteil der revaskularisierten Fläche bereits bei bemerkenswerten 94% und an 
Tag 14 hatten selbst die am wenigsten revaskularisierten Organe eine durchblutete 
Fläche von mindestens 0.4mm2. Der Durchschnitt lag somit bei 99%, was einer kom-
pletten Revaskularisation sehr nahe kommt. 





















Abbildung 89: Die revaskularisierte Organfläche vom transplantierten Lungengewebe über die Zeit (mean 
und SD) 
Im Vergleich zur Lunge zogen wir die wenigen Exemplare an Endometrium heran, die 
wir gewinnen konnten (siehe Abbildung 90). Das Endometrium revaskularisierte we-
sentlich schneller eine große Fläche seines Organs: An Tag 3 waren hier bereits 72% 
des Organs revaskularisiert, an Tag 6 waren es schon 90% und an Tag 10 und 14 
100%. Zusammenfassend lässt sich also sagen, dass das Endometrium wesentlich 
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früher eine große Fläche seines Organs revaskularisiert, um am Ende der 14 Tage 
ebenso bei annähernd 100% abzuschließen.  
























Abbildung 90: Die revaskularisierte Organfläche vom implantierten Endometrium über die Zeit (mean und 
SD) 
Abbildung 91 zeigt die revaskularisierte Fläche in Prozent der Gesamtfläche des jewei-
ligen Messtages aller gemessenen Mäuse. 
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mean and SEM
ANCOVA: p<0.0005 for differences between days, and p<0.0005 for tissue type
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Tag]


















Abbildung 91: Die revaskularisierten Flächen der Organe Lunge und Endometrium über die Zeit in Prozent 
der Gesamtfläche des jeweiligen Messtages 
5.2.4 Gefäßdurchmesser  
Die Gefäßdurchmesser von mindestens 10 repräsentativen Lungen- bzw. Endometri-
umgefäßen pro Gewebestück wurden jeweils an Tag 3, 6, 10 und 14 nach Transplanta-
tion bestimmt. Dabei wurde von den jeweils identischen Gefäßen ebenfalls der Blut-
fluss bestimmt. Die Durchmesser der Lungengefäße haben sich über den Zeitverlauf 
leicht verändert, wobei die Durchmesser der Endometriumgefäße ziemlich identisch 
über den Zeitverlauf bleiben, wie in Abbildung 92 ersichtlich. Der durchschnittlich ge-
messene Durchmesser der Lungengefäße war dabei stets etwas größer als der der 
Endometriumgefäße. An Tag 3 war der durchschnittliche Durchmesser der Lungenge-
fäße 23µm, der der Endometriumgefäße nur 14µm. An Tag 6 waren die Endometrium-
gefäße bei 15µm Durchmessern und an Tag 10 und 14 wieder bei 14µm. Die Durch-
messer blieben also weitgehend gleich über die Zeit. Der durchschnittlich gemessene 
Durchmesser der Lungengefäße an Tag 6 war 27µm, war demzufolge im Gegensatz 
zu Tag 3 gestiegen. An Tag 10 betrug er nur noch 19µm und an Tag 14 18µm. Der 
Durchmesser der Lungengefäße stieg folglich zunächst an und fiel dann unter den 
















ANCOVA: p<0.0005 for differences between days, and p<0.0005 for tissue type
 
Abbildung 92: Gefäßdurchmesser in µm von Lungen- und Endometriumgewebe über die Zeit von 14 Ta-
gen nach Implantation 
5.2.5 Flussgeschwindigkeit  
Die Flussgeschwindigkeit von mindestens 10 repräsentativen Gefäßen pro Lungen- 
oder Endometriumstück wurde jeweils an Tag 3, 6, 10 und 14 nach Transplantation 
gemessen. Hier war ein großer Unterschied zwischen den beiden Organen zu sehen. 
Wie in Abbildung 93, Abbildung 94 und Abbildung 95 zu sehen ist, stieg der Fluss in 
den Lungengefäßen über die 14 Tage exponentiell an, während der Fluss der Endo-
metriumgefäße von Tag 3 bis Tag 6 einen fast identischen Anstieg zu verzeichnen hat-
te und danach jedoch konstant blieb. Während an Tag 3 der Fluss noch durchschnitt-
lich 0.08mm/s betrug, war er an Tag 14 bereits messbar mit 0.19mm/s. Der Fluss war 
bei jeder Messung wesentlich stärker als bei vorhergehenden Messungen. An Tag 6 
betrug er bereits 0.16mm/s und an Tag 10 0.4mm/s. Der Fluss der Endometriumgefä-
ße stieg hingegen wesentlich weniger stark. An Tag 3 war der Fluss ähnlich wie bei 































All differences p<0.05 (Fisher‘s LSD)
 




















































Abbildung 95: Der Gefäßfluss in mm/s der Lungen- (Organ 1) und Endometriumgefäße (Organ 2) über 14 
Tage: Während der Fluss der Lungenarteriolen stetig anstieg, sistierte er bei den Endometriumgefäßen ab 
Tag 6. 
5.2.6 Funktionelle Kapillardichte 
Die funktionelle Kapillardichte, das heißt der Anteil an Gefäßen, in denen ein fließender 
Blutfluss dargestellt werden kann, wurde ebenfalls, wie auch die anderen Parameter, 
über 14 Tage beobachtet. In Abbildung 96 erkennt man über die Zeit einen stetigen 
Anstieg der Kapillardichte in den Lungenorganen. Während die funktionelle Kapillar-
dichte an Tag 3 fast 0 war, wuchs sie bis Tag 6 auf ca. 120cm/cm2, bis Tag 10 auf ca. 
280cm/cm2 und bis Tag 14 auf 390cm/cm2. Unser Vergleichsorgan, das Endometrium, 
verhielt sich da anders. An Tag 3 nach Transplantation in die Rückenhautkammer war 
die funktionelle Kapillardichte hier bereits ca. 240cm/cm2, stieg dann jedoch nur noch 
wenig an. An Tag 14 war dort die Dichte bei 370cm/cm2. So waren zwar die funktionel-
len Kapillardichten der beiden Organe am letzten Tag ähnlich, jedoch kam es bei dem 
Lungengewebe zu einem enormen Gefäßwachstum, während die Kapillardichte beim 





ANCOVA: p<0.0005 for differences between days, and p<0.0005 for tissue type





















Abbildung 96: Kapillardichte in cm/cm2 der Lungen- und Endometriumgewebe an den Tagen 3,  6, 10 und 
14 nach Implantation 
5.2.7 Leukozyteninfiltration 
Auch bei der Ansammlung der Leukozyten verhielten sich die beiden verglichenen Or-
gane unterschiedlich. Wie in Abbildung 97 ersichtlich, waren in den Lungengewebsstü-
cken in den ersten Tagen nach Implantation keinerlei Leukozyten sichtbar. Erst an Tag 
10 konnten diese ausgemacht werden. Zu diesem Zeitpunkt waren ca. 0.13 Leukozy-
ten pro cm/cm2 Kapillardichte zählbar. An Tag 14 war die Leukozyteninfiltration zurück-
gegangen auf ca. 0.1 Leukozyten pro cm/cm2 funktionelle Kapillardichte. Bei den En-
dometriumstücken konnte bereits am ersten Messtag - 3 Tage nach Implantation - eine 
Leukozyteninfiltration ausgemacht werden. Diese betrug an Tag 3 und auch noch an 
Tag 6 ca. 0.08 Leukozyten pro cm/cm2 funktionelle Kapillardichte. Bis zu Tag 10 war 
diese wieder stark abgefallen auf ca. 0.04 Leukozyten pro cm/cm2 funktionelle Kapillar-
dichte, und an Tag 14 betrug sie nur noch ca. 0.03. 
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Abbildung 97: Anzahl Leukozyten pro funktionale Kapillardichte in cm/cm2 in Lungen- und Endometrium-
gewebe über 14 Tage; Organ 1= Lunge, 2= Endometrium: Im Organ Lunge waren erst ab Tag 10 Leuko-
zyten darstellbar, die dann bis Tag 14 wieder abfielen. Im Endometrium waren bereits an Tag 3 Leukozy-
ten infiltriert, die nach Tag 6 wieder abnahmen. 
5.2.8 Apoptose  
Die Apoptoserate steht für das Zellsterben, sie wurde vom Lungen-/Endometrium- und 
Kammergewebe (n=1) immunhistochemisch mittels Caspase-3-Färbung ermittelt. In 
allen 3 Gewebetypen war die Rate wie in Abbildung 98 dargestellt unter eine Zelle pro 
high power field im 40er Objektiv, wobei sie im Endometriumgewebe am höchsten und 
im Lungengewebe im Vergleich am niedrigsten war.  
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mean and SD
ANCOVA: p=0.027 for differences between days, and p<0.0005 for tissue type
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Abbildung 98: Apoptose pro high power field in 40er Vergrößerung; 1= Lunge, 2= Endometrium und 3= 
Kammergewebe 
5.2.9 Histologie  
Wie unter 4.9 beschrieben, wurden am Versuchsende von den Geweben der Rücken-
hautkammern sämtlicher Versuchstiere histologische Schnitte angefertigt. Die lichtmik-
roskopischen Untersuchungen zeigten, dass die Histomorphologie der revaskularisier-
ten ektopen Lungen- und Endometriumgewebe auch nach der Implantion in die Rü-














































Abbildung 99: a = arteriole, v = venule, b = bronchus, c = capillary, h = hair, m = skin muscle, CT = con-
nective tissue, LT = lung tissue, f = follicle of endometriosis 
A + B: HE-Färbung von Lungengewebe 14 Tage nach Transplantation in die Rückenhautkammer einer 
C57BL/6-Maus. Man beachte, dass die Originalgefäße des Lungengewebes - bestehend aus Arteriolen, 
Kapillaren und Venolen - reperfundiert sind.  
C: Alpha smooth muscle actin-Färbung des Lungengewebes 14 Tage nach Transplantation in die Rü-
ckenhautkammer. Die Arteriole kann von der Venole durch ihre kräftige Wand mit den in ihr enthaltenen 
smooth muscle actin-positiven Zellen (Pfeile) unterschieden werden.  
D: HE-Färbung von Endometriumgewebe 14 Tage nach Implantation in die Rückenhautkammer. Es sind 
typische zystenähnliche endometriale Drüsen (e) mit stark vaskularisiertem Stroma zu sehen. 
Abbildung 100: Darstellung des Endomtriumgewebes an Tag 14 nach Implantation in die Rückenhaut-





Abbildung 101: Darstellung von Lungengewebe an Tag 14 nach Implantation in die Rückenhautkammer 
einer C57BL/6-Maus. Vergrößerung 12.5 fach.  
5.3 Hypoxie-Hyperoxie-Serien 
Bei dieser Versuchsreihe gaben wir, wie unter 4.10.2 erklärt, unterschiedliche Sauer-
stofffraktionen unter Sichtkontrolle mithilfe des Intravitalmikroskopes über eine Ge-
sichtsmaske. Es zeigten sich die von uns erwarteten Ergebnisse: Es kam zu einer re-
produzierbaren Vasokonstriktion der Lungenarteriolen unter Hypoxie mit Reversibilität 
unter Normoxie bzw. Hyperoxie. Umgekehrt verhielten sich die Muskelarteriolen: Sie 
dilatierten unter Hypoxie und konstringierten unter Hyperoxie. Der mittlere Durchmes-
ser der Muskelarteriolen stieg beim Wechsel von 21% auf 10% FiO2 um etwa 16% 
(p<0.006) und sank hingegen in den Lungenarteriolen des Transplantats um etwa den 
gleichen Wert (p<0.001). Hyperoxie führte indessen in den Lungenarteriolen zu Vaso-
dilatation (p<0.0002), in Muskelarteriolen zu Vasokonstriktion (p<0.0002). Diese Er-
gebnisse wiesen darauf hin, dass die Gefäße der pulmonalen Transplantate auch nach 
Vaskularisierung im Muskelgewebe des Empfängers die hypoxisch-
vasokonstriktorischen Eigenschaften der pulmonalen Strombahn beibehielten.  
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Kammerarteriolen Lungenarteriolen n=5 Mäuse
 
Abbildung 102: Die Gefäßdurchmesser von Kammer- und Lungenarteriolen bei Beatmung der Maus mit 
verschieden Sauerstofffraktionen (auf der x-Achse aufgetragen): Die beiden Arteriolen verhielten sich 
entgegengesetzt zueinander. 
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Abbildung 103: Durchmesser der Lungen-, Endometrium- und Kammerarteriolen in Prozent des Aus-
gangsdurchmessers über die Zeit: Die eine Hälfte der Versuchstiere wurde unter Raumluft, dann 90 Minu-
ten unter Hypoxie mit 10% Sauerstoff und schließlich unter 90 Minuten Normoxie gemessen. Die andere 
Hälfte der Versuchstiere wurde ebenfalls unter Normoxie beginnend, anschließend über 90 Minuten unter 
Hyperoxie mit 100% Sauerstoff und dann wiederum für 90 Minuten unter Normoxie gemessen. Diese 
beiden einzelnen Messungen wurden hier in einem Graph vereint. Es ist gut lesbar, wie Endometrium- und 
Kammergefäße sich identisch und gegensätzlich zu den Lungenarteriolen verhalten.  
5.4 Ischämie-Reperfusionsschaden 
Der Ischämie-Reperfusionsschaden, der mit einem Gummiring um das ausgewählte 
Organ gesetzt wurde, führte zu einer Schädigung des Gewebes mit Ödem. In dem be-
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troffenen Organ war während der Ischämiephase kein Blutfluss (wurde im Intravital-
mikroskop stets kontrolliert). Man sah, wie das Blut stagnierte oder an manchen Stellen 
wenig hin und her pendelte. In der nicht betroffenen Seite der Kammer war der Blut-
fluss davon unbeeinträchtigt. In den Stunden danach entstand nur langsam in einigen 
Gefäßen ein sehr träger Fluss. In der 24 Stunden-Messung (also 24h nach Reperfusi-
on) waren in dem betroffenen Lungenstück nur noch einige Gefäße sichtbar. Die Peri-
pherie war zu diesem Zeitpunkt so ödematös, dass überhaupt keine Gefäße mehr dar-
stellbar waren. Das von der Ischämie betroffene Gewebe war für viele Tage sichtbar 
geschädigt. Auch das umliegende Kammergewebe wies ein Ödem auf, das sich nur 
langsam wieder erholte. Die Gefäßstruktur schien einige Tage nach der Ischämie ver-
ändert zu sein, die gleichen Gefäße, die wir vor der Schädigung sahen, waren nicht 
mehr auszumachen. 3-4 Tage nach der Ischämie unterschied sich intravitalmikrosko-
pisch das geschädigte Gewebe optisch jedoch nicht von den anderen Lungenstücken. 
Das bedeutete, wenn nicht nach explizit den bestimmten Gefäßstellen gesucht wurde, 
die vor der Ischämie sichtbar waren, fiel kein Unterschied zu den anderen Lungenstü-
cken auf.  
5.5 Homing der endothelialen Progenitorzellen 
Die EPC fanden sich 24 Stunden nach Verabreichung hauptsächlich im ektopen Lun-
gengewebe wieder (siehe Abbildung 104). Dabei befanden sich im geschädigten Lun-
gengewebe signifikant mehr EPC als in den nicht geschädigten Lungenwürfeln 
(Abbildung 106): Direkt nach Injektion der Zellen befanden sich in der ischämischen 
Lunge 5.23 (1.87) EPC pro cm2, 3 Stunden später 6.14 (1.61) und 24 Stunden nach 
Injektion 7.51( 4.49) Stammzellen pro cm2. In der Kontrolllunge waren direkt nach Ver-
abreichung 0.99 (0.51) EPC, 3 Stunden später 1.85 (0.95) und 24 Stunden danach 
2.02 (0.71) EPC pro cm2 zu finden. In dem restlichen Kammergewebe waren zur glei-
chen Zeit nur vereinzelte bis gar keine Stammzellen auszumachen (Abbildung 105). 
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Abbildung 104: Die sichtbar leuchtenden EPC in der ischämischen Lunge durch das Intravitalmikroskop 
dargestellt 
 
Abbildung 105: Nur vereinzelte sichtbare EPC in der Kontrollhälfte durch das Intravitalmikroskop darge-
stellt 
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Abbildung 106: Anzahl endothelialer Progenitorzellen in der ischämischen Lunge und der Kontrolllunge 
(mean and SEM) 
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6 Diskussion 
6.1 Charakterisierung der Lunge und Endometrium  
Bei der Charakterisierung des Lungengewebes über die Zeitspanne von 14 Tagen 
wurden an den Messtagen 0, 3, 6, 10 und 14 nach Implantation der Lunge in die Rü-
ckenhautkammer die ektopen Gewebestücke sowohl makroskopisch als auch intravi-
talmikroskopisch beurteilt. Hierbei sah man, wie stark dieses Organ vaskularisiert ist. 
Während direkt nach Implantation kein Blutfluss vorhanden war, zeigte das Gewebe 
schon an Tag 3 erste Zeichen der Neoangiogenese, wie sinusoidal erweiterte Gefäß-
schläuche, einen langsamen Blutfluss, ein perifokales Ödem und eine Einblutungsten-
denz. An Tag 6 waren bereits mehr als die Hälfte der Organstücke revaskularisiert, 
was beweist, wie schnell die Angiogenese in diesem Organ greift. Gegen Ende der 
Beobachtungszeit entwickelte sich ein zunehmend dichtes Netzwerk an neu gebildeten 
Gefäßen mit noch irregulären Durchmessern, einer wirren Struktur und deutlich erhöh-
tem Blutfluss. Es scheint, dass es dabei zu einem Anschluss des pulmonalen Gefäß-
bettes an die Gefäße der Rückenhautmuskulatur kommt. Der deutlich erhöhte Blutfluss 
im Lungentransplantat im Vergleich zum Mikrogefäßsystem des Hautmuskels des 
Empfängertieres oder auch zum Endometrium lässt darauf schließen, dass das Gefäß-
system des Transplantats über eine vom Gefäßsystem der Empfängermuskulatur un-
abhängige Vasoregulation entsprechend dem metabolischen Bedarf oder der spezifi-
schen Organfunktion verfügt (Heyder et al., 2006). Beim Endometriumgewebe war wie 
gesagt ein deutlich niedriger Blutfluss zu verzeichnen, und die Angio-Architektur war 
nicht so chaotisch wie beim Lungengewebe, sondern glomerulumartig. Dies ist ein wei-
terer Hinweis darauf, dass die Gewebe sich bezüglich der Angiogenese unterschiedlich 
verhalten.  
Unser gewähltes Modell, die Rückenhautkammer, ist also sehr gut geeignet, um die 
pulmonale (und auch endometriale) Mikrozirkulation über einen Zeitraum von mehreren 
Tagen in vivo quantitativ zu analysieren, denn das ektope Lungengewebe wächst sehr 
gut an und revaskularisiert binnen 10 Tagen vollständig. Ein Vorteil dieses Modells ist, 
dass die Rahmenbedingungen an mehreren Versuchstieren immer gleich gegeben 
sind. Des Weiteren war es ein bereits vorher gut etabliertes Modell zur Visualisierung 
von Angiogenese in verschiedenen Gewebearten. Ein weiterer Punkt ist, dass die 
Messungen der hämodynamischen Parameter wiederholt über mehrere Tage möglich 
sind im Gegensatz zu in der Vergangenheit durchgeführten anderen Modellen wie z.B. 
dem Thoraxfenster („thoracic window“). Das frisch präparierte Gewebe in der Rücken-
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hautkammer verheilt sehr gut und zügig, so dass bereits nach 48-72 Stunden ektopes 
Gewebe implantiert werden kann.  
Es gibt jedoch auch einige limitierende Einflüsse. Ein einschränkender Faktor ist auf 
der einen Seite die Anästhesie, die bei zu langer Dauer oder aber auch bei vorher be-
reits geschwächten Tieren zum Tode des Versuchstieres führen kann. Für die Präpara-
tion der Rückenhautkammer, für die Implantation des ektopen Gewebes und auch für 
die intravitalmikroskopischen Untersuchungen alle 3-4 Tage wurden die Mäuse narko-
tisiert. Für manche Eingriffe, wie die Gabe von verschiedenen Sauerstofffraktionen für 
insgesamt 180 Minuten am Stück für die Hypoxie-Hyperoxie-Serien (siehe 5.3), sind 
sehr lange Narkosezeiten notwendig gewesen. Bei mehrmaligem Nachspritzen der 
Narkose kam es bei den Tieren häufig zum Narkoseüberhang, die Tiere wurden wach, 
doch die akkumulierten Medikamente zeigten noch für Stunden ihre Wirkung. Während 
der Narkose laufen die Tiere unter Anderem große Gefahr auszukühlen. Davon sind in 
ganz besonderem Maße aufgrund ihres fehlenden schützenden Felles die Nacktmäuse 
betroffen. In der vorliegenden Studie wurde versucht, dem Auskühlen durch ein Heiz-
kissen und eine Körpertemperaturüberwachung mit einem Thermometer, was während 
der gesamten Anästhesiezeit angebracht war, entgegenzusteuern. Hierbei ist das Ma-
nagement der Anästhesie der Kritikpunkt. Die bei der vorliegenden Studie verwendeten 
langwirksamen Anästhetika sind schwer exakt zu dosieren. Oftmals kommt es zu dem 
beschriebenen Narkoseüberhang. Idealer wäre es, die Versuche mit kurzwirksamen 
Anästhetika über eine Maske verabreicht durchzuführen. Hierbei könnte die Narkose-
tiefe und auch -Länge genau bestimmt werden. Für dieses Verfahren müssten die La-
borbedingungen jedoch gegeben sein.  
Ein weiterer Kritikpunkt an dem Rückenhautkammermodell ist die Tatsache, dass le-
diglich ektope Gewebestücke untersucht werden können, eine Untersuchung von Ge-
weben an ihrem natürlichen Ort ist leider so nicht möglich. Es stellt sich hier jedoch die 
Frage, ob dies zu veränderten Ergebnissen führt. Immerhin konnten wir mit den Hypo-
xie-Hyperoxie-Serien zeigen, dass sich das transplantierte ektope Lungengewebe wie 
normales Lungengewebe verhält. Ob der potentiell höhere arterioläre Druck wegen des 
Einwachsens in die Systemzirkulation methodologische Nachteile bietet, bleibt zurzeit 
noch offen (Heyder et al., 2006). 
In den ektopen Geweben könnten wir daher die Angiogenese hervorragend analysie-
ren, eine Beurteilung von älteren, bereits vorhandenen Gefäßen ist so jedoch nicht 
möglich.  
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6.1.1 Messung der hämodynamischen Parameter 
Bei der Messung der hämodynamischen Parameter der ektopen Gewebestücke mithil-
fe des Intravitalmikroskopes lassen sich einige Fehlerquellen diskutieren. 
6.1.1.1 Organfläche 
So war zum Beispiel die angestrebte Zielfläche der implantierten Lungenstücke 1mm2, 
die später intravitalmikroskopisch gemessen wurde. Hierbei maßen wir Werte von 0.4-
1.7mm2 Fläche. Für diese Variation gibt es verschiedene Erklärungen. Zum einen sind 
die implantierten Lungenwürfel primär dreidimensionale Würfel, die nach Implantation 
in die Kammer durch das Deckglas platt gedrückt werden und überwiegend in eine 
zweidimensionale Form gepresst werden. Zum anderen liegt in der Methode des Aus-
schneidens bereits eine Ungenauigkeit: Die Stücke wurden innerhalb der Petrischale 
standardisiert präpariert, wobei eine selbst hergestellte Schablone bestehend aus 
schwarzen Quadraten auf weißem Papier darunter lag. Das Präparieren an sich war 
technisch nicht ganz simpel. Ziel war, pleurafreie und aus dem peripheren Lungenge-
webe und daher idealerweise bronchienfreie Gewebestücke zu gewinnen. Die Lungen-
stücke wurden vorsichtig mit einer Pinzette fixiert, ohne dabei das Gewebe schädlich 
zu quetschen, und das Material geschnitten, das durch die Pinzette an einem Eckpunkt 
nur wenig fixiert und daher sehr mobil war. Es war dadurch nicht immer möglich, Wür-
fel mit exakten Kanten herzustellen. 
Wie unter 5.2.2 beschrieben hat sich die Organgröße über den Zeitraum von 14 Tagen 
nicht merklich verändert. Unklar ist, ob das implantierte Gewebe sich minimal ausbrei-
tet, um mit den Gefäßen in das Kammergewebe zu sprossen, oder ob lediglich die ein-
zelnen Gefäße aussprossen und die eigentliche Organgröße davon unberührt bleibt. 
Die gesamte Gefäßlänge der einzelnen ektopen Organe und die Gefäßdichte derer 
nehmen über denselben Zeitraum explosionsartig zu.  
6.1.1.2 Revaskularisierte Fläche 
Zunächst einmal lässt sich festhalten, dass sowohl Lungen- als auch Endometriumge-
webe eindrucksvoll schnell in der Rückenhautkammer revaskularisieren, wie unter 
5.2.3 beschrieben. Obwohl die ektopen Organstücke aus ihrem normalem Umfeld ent-
nommen werden, und jegliche Blutzufuhr dadurch zunächst komplett unterbrochen 
wird, regenerieren sie bemerkenswert zügig und schließen sich an den Blutkreislauf 
der Rückenhautkammer der Empfängermaus an. 
Das transplantierte Lungengewebe ist an Tag 3 erst zu 7% revaskularisiert, an Tag 6 
bereits zu fast 60% und an Tag 10 dann schon zu 94%. An Tag 14 sind schließlich 
99% des Lungengewebes revaskularisiert. Das Endometriumgewebe verhält sich et-
 126 
was schneller: An Tag 3 sind dort bereits beachtliche 72% der Organfläche revaskula-
risiert und an Tag schon 90%. An Tag 10 sind es bei diesem Gewebe schon 100%, 
das Organ ist also zu diesem Zeitpunkt bereits komplett revaskularisiert. Das Lungen-
gewebe revaskularisiert später, die prozentuale Kurve ist jedoch wesentlich steiler als 
die des Endometriums, d.h. die Lungenkurve fängt viel tiefer an, steigt dann aber umso 
steiler. Die Revaskularisierung pro Zeiteinheit ist also viel größer. Das Lungengewebe 
braucht für den Revaskularisierungsprozess etwas mehr Zeit, andererseits entstehen 
vor allem beim Lungengewebe umso stärkere Blutflüsse. Die Frage ist, warum verhal-
ten sich die beiden Organe so unterschiedlich, wie kommt es, dass Endometrium so 
viel schneller revaskularisiert. Die beiden Gewebearten sind von Natur aus sehr unter-
schiedlich. „Die Lunge erfüllt eine simple Funktion: Gasaustausch. Aber ihre Haus-
haltssysteme sind sehr komplex. Surfactant sezernierende Zellen bewahren Alveolen 
vor dem Kollabieren. Makrophagen durchkämmen fortwährend die Alveolen nach 
Dreck und Mikroorganismen. Die Schleim sezernierenden Becherzellen und die bewe-
genden Zilien schlagen Zelltrümmer aus den Luftwegen“ (Alberts et al., 2002).  
Die Lunge ist funktional ein Blutschwamm, sie hat ein sehr ausgeprägtes Gefäßsys-
tem. Sie hat die Aufgabe, alle im Blut fließenden Neutrophilen zu sequestrieren. 
Neutrophile leben 3-8 Stunden im Blut, folglich handelt es sich hier um einen ganz dy-
namischen Prozess. Des Weiteren hat Lunge die Aufgabe, Blut mit Luft abzugleichen, 
zu oxygenieren. Sie ist stets bestrebt, so viel Blut wie möglich zu exponieren, außer-
dem erwärmt sie das Blut. Endometrium dagegen ist eine Zellschicht, die primär nicht 
vaskularisiert ist. Warum das Endometrium schneller als die Lunge revaskularisiert, ist 
nicht geklärt, man kann jedoch festhalten, dass es Unterschiede diesbezüglich gibt. Es 
scheint einen gewaltigen Stimulus zu geben. Eventuell hat das Endometriumgewebe 
einen größeren Hypoxiestimulus als das Lungengewebe.  
Besitzt das Endometriumgewebe eventuell stabilere Gefäße? Oder braucht es zur Ver-
sorgung von außen her weniger Blutzufluss und ist somit genügsamer, um seine Ver-
sorgung aufrecht zu erhalten? Oder aber hält es die Gefäße innerhalb des Gewebes 
während der Transplantation besser aufrecht und braucht dann nur noch Anschluss an 
das Kammergewebe?  
6.1.1.3 Gefäßdurchmesser 
Die Gefäßdurchmesser wurden ebenfalls wie auch alle anderen hämodynamischen 
Parameter an den verschiedenen Messtagen stets erneut gemessen und festgehalten. 
Wie unter 5.2.4 beschrieben bleiben die Durchmesser der Endometriumgefäße über 
die 14 Tage nahezu konstant. Die gemessenen Durchmesser der Lungengefäße sind 
zu jedem Messpunkt im Durchschnitt etwas größer als die der Endometriumgefäße. 
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Bei den Lungengefäßen fällt auf, dass die Durchmesser nicht konstant bleiben. In den 
ersten Tagen steigen die gemessenen Durchmesser und fallen im Anschluss daran 
sogar unter den Ausgangswert ab. Diese Beobachtung kann einerseits auf einem 
Messfehler beruhen, indem an den verschiedenen Messtagen zufällig jeweils 10 ande-
re Gefäße gemessen wurden und dann an bestimmten Tagen der gemessene Durch-
schnitt ungleich groß war. Andererseits können aber auch Umbauprozesse hierfür ver-
antwortlich sein. In der Kammer laufen multiple Prozesse wie Fibrose und Entzündung 
ab, die wiederum Mediatoren frei setzen, die wiederum eine Vasokonstriktion auslösen. 
Zum Ausschluss des Messfehlers wäre es ideal, immer die exakt gleichen 10 Gefäße 
an den verschiedenen Messtagen zu messen. Dies war allerdings praktisch nicht  
durchführbar, da sich das Gefäßbild innerhalb einiger Tage so sehr verändert, dass, 
trotz Aufzeichnung mithilfe von Fotografien und Einzeichnen der gemessenen Gefäß-
stellen auf den ausgedruckten Bildern, die gleichen Stellen oft nicht wieder erkannt 
werden können. Dies liegt an einem Umbau, der innerhalb der Kammer vonstatten 
geht. Es kommt unter anderem zu einem Gefäßumbau, zu einer Inflammation und 
Fibrosereaktion. Die Rückenhautkammer lässt sich demzufolge nur zeitlich begrenzt 
intravitalmikroskopieren. Auf der Rückenhaut lastet eine enorme mechanische Belas-
tung, die präparierten Löcher für die Schrauben der Kammer reißen mit der Zeit aus. 
Das Gewebe verträgt diese Belastungen nur über einen Zeitraum von ca. 14-17 Tagen.  
6.1.1.4 Flussgeschwindigkeit 
Wie unter 5.2.5 beschrieben verhalten sich die beiden implantierten Organe hinsichtlich 
ihrer Flussgeschwindigkeit unterschiedlich. Während der Tage 3-6 nach Implantation 
steigen bei beiden verglichenen Organen die Flussgeschwindigkeiten fast identisch 
steil an. Ab Tag 6 bleibt die Flussgeschwindigkeit der Endometriumgefäße jedoch kon-
stant. Die Flussgeschwindigkeit der Lungengefäße steigt währenddessen immer weiter 
stark an. Dies spricht dafür, dass die Lungenorgane sehr gut in das Empfängergewebe 
integriert werden und ihren physiologischen Eigenschaften sehr nahe kommen. Die 
Lunge ist dafür typisch, extrem schnelle Flussgeschwindigkeiten aufzubauen. Alle bis-
her untersuchten Organe in der Rückenhautkammer hatten wesentlich geringere 
Flussgeschwindigkeiten, das Organ Lunge ist in dieser Hinsicht einmalig. 
6.1.1.5 Funktionelle Kapillardichte 
Funktionelle Kapillardichte bedeutet die Gesamtlänge an durchbluteten Gefäßen pro 
gemessene Fläche. Wie unter 5.2.6 beschrieben, steigt die funktionelle Kapillardichte 
von beiden untersuchten Organen Lunge und Endometrium über die 14 Tage Untersu-
chungszeitraum an. Die Organe unterscheiden sich jedoch in der Art ihres Anstiegs. 
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Während das Endometrium schon an Tag 3 eine große Kapillardichte aufweist, die 
dann nur noch gering ansteigt, verhält sich das Lungengewebe da wesentlich langsa-
mer: Hier steigt die Kapillardichte nur langsam, dafür jedoch stetig. Die beiden vergli-
chenen Organe haben an Tag 14 sodann ähnlich große Kapillardichten. Die Gründe für 
dieses unterschiedliche Verhalten zu analysieren, ist nicht ganz einfach. Wie unter 
6.1.1.2 erläutert, breitet sich die revaskularisierte Fläche des Endometriums viel eher 
aus als die des Lungengewebes. Wie auch in 6.1.1.2 überlegt, kann es eventuell sein, 
dass das transplantierte Endometrium besser in der Lage ist, seine Gefäßarchitektur 
aufrecht zu erhalten und dann nach der Implantation in die Rückenhautkammer schnel-
ler seine alte Funktionalität zurückerlangt. Es ist nahe liegend, dass die funktionelle 
Kapillardichte zusammen mit dem Parameter „revaskularisierte Fläche“ ansteigt. Es 
verwundert also nicht, dass die beiden Parameter eine sehr ähnliche Kurve aufweisen. 
Beide Kurven des Endometriums steigen in den ersten Tagen zunächst schnell an und 
bleiben dann nahezu konstant. Es existieren offensichtlich Unterschiede in der Gefäß-
versorgung zwischen Endometrium und Lunge. Die Lunge ist ein „Blutschwamm“, ein 
extrem gut vaskularisiertes Organ. Das Endometrium hingegen ist eine Epithelschicht, 
die primär nicht vaskularisiert ist. Sie muss sich neu organisieren für die Sauerstoffzu-
fuhr. Während die Epithelzellverbände vaskularisieren, scheinen endogene Stimuli eine 
Angiogenese zu aktivieren. Oder sind die Gefäße des Endometriums gar einfacher zu 
regenerieren, als die der Lunge? Ist die Gefäßarchitektur komplizierter, aufwendiger zu 
regenerieren? Oder verhält sich Lunge als Organ langsamer im Gefäßaufbau? 
6.1.1.6 Anzahl Leukozyten pro Länge Gefäß 
Die beiden Organe Lunge und Endometrium unterscheiden sich ebenfalls in der Leu-
kozyteninfiltration. Wie in 5.2.7 veranschaulicht kommt es beim Endometrium viel frü-
her, nämlich bereits an Tag 3 nach Implantation zu einer Leukozyteninfiltration. Diese 
bleibt bis Tag 6 bestehen und ist dann bereits wieder stark regredient. Die Lunge ver-
hält sich da anders: Erst an Tag 10 ist hier eine Infiltration der Leukozyten zu verzeich-
nen, die bis Tag 14 leicht regredient ist. Es ist nicht klar, warum die Leukozyten so viel 
eher das Endometrium als die Lunge infiltrieren. Es wäre denkbar, dass diese schnelle-
re Infiltration der Leukozyten beim Endometrium mit der zu diesem Zeitpunkt (Tag 3) 
wesentlich höheren Kapillardichte des Endometriums im Gegensatz zu der des Lun-
gengewebes zu tun hat. Dort, wo eine größere Gefäßdichte vorhanden ist, fließen auch 
mehr Zellen und eben auch Leukozyten. Dieser Faktor wurde jedoch mit eingerechnet. 
Die absolute Anzahl der Leukozyten wurde bei dieser Studie pro Gefäßlänge angege-
ben. 
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Eine mögliche Ursache ist der unterschiedliche Zeitpunkt der Entzündungen in den 
beiden Geweben. Die unterschiedlichen Zeitpunkte der Leukozyteninfiltration dieser 
beiden Gewebe hängen aber eventuell auch mit der Form der Angiogenese in den 
Gewebearten zusammen. Vermutlich sind verschiedene Botenstoffe/Stimuli für die 
Angiogenese verantwortlich. Es ist auch möglich, dass in den ektopen Gewebestücken 
andere Formen der Angiogenese existieren als in dem Originalorgan. Es können un-
terschiedliche Formen der Angiogenese unterschieden werden, die inflammatorische, 
die neurogene und die Tumorangiogenese: Die Tumorangiogenese ist bereits gut defi-
niert worden (Seed & Walsh, 2008). Die Entwicklung, das Wachstum und die Progres-
sion von Tumorgewebe hängen von einer adäquaten Gefäßversorgung ab, die von den 
Wirtsgefäßen ausgeht. Dieser Prozess beinhaltet komplexe Interaktionen zwischen 
Tumorzellen und nicht neoplastischen Gefäßen, dem Immunsystem und dem Binde-
gewebe (Fontanini, 2000). Tumorangiogenese bezieht sich auf die Entwicklung von 
neuen Gefäßen innerhalb eines Tumors. Ein Ungleichgewicht zwischen angiogenen 
Wachstumsfaktoren und Inhibitoren, die durch die Tumorzellen, die Endothelialzellen 
und durch Entzündungszellen freigesetzt werden, ist nötig, um die Tumorneovaskulari-
sation zu entwickeln (Fontanini, 2000). Hierzu wurden in den letzten 30 Jahren unzäh-
lige Studien veröffentlicht (Fontanini, 2000).  
Einer der Regulatoren, der die Angiogenese kontrollieren kann, ist das Nervensystem 
(Mapp & Walsh, 2008). Neuropeptide sind bekannt dafür, dass sie sowohl in vitro als 
auch in vivo angiogene Effekte haben (Mapp et al., 2008). Neuropeptide werden bei 
der akuten Entzündungsantwort freigesetzt, aber ihre Rolle bei chronischen Entzün-
dungsprozessen ist wesentlich weniger gewiss (Mapp et al., 2008). Es scheint einen 
Abbau von Nerven in den Geweben zu geben, die chronisch entzündet sind (Mapp et 
al., 2008). Dies mag damit zu tun haben, dass Nerven nicht mit der gleichen Teilungs-
rate wachsen können wie proliferierendes Gewebe oder mit dem direkten toxischen 
Effekt von einem oder mehreren Komponenten des Entzündungsmileus (Mapp et al., 
2008). Unter solchen Konditionen wird postuliert, dass andere Peptide die angiogenen 
Rollen von neuronal abgeleiteten Peptiden übernehmen, wobei sie dazu manchmal die 
gleichen Rezeptoren auf den endothelialen Zellen benutzen (Mapp et al., 2008).  
Dendritische Zellen sind professionelle Antigen-präsentierende Zellen mit einer einma-
ligen Fähigkeit, eine T- und B-Zell-Antwort oder eine Immuntoleranz zu induzieren 
(Riboldi, Sozzani, & Presta, 2008). Dendritische Zellen befinden sich in peripheren 
Geweben in einem unreifen Stadium, wo sie eine Wachfunktion für eingehende Anti-
gene haben. Nach mikrobiellem Kontakt und Stimulation durch inflammatorische Zyto-
kine nehmen dendritische Zellen Antigene auf, durchleben einen Reifungsprozess und 
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gelangen über die hinführenden Lymphgefäße in den T-Zell-Bereich des sich entlee-
renden Lymphknotens, um die Immunantworten zu initiieren (Riboldi et al., 2008). 
6.1.1.7 Apoptose 
Wie in 5.2.8 angegeben hat von den drei verglichenen Geweben Lunge, Endometrium 
und Kammergewebe das Endometrium die höchste Apoptoserate. Dies spricht dafür, 
dass hier die meisten Zellen sterben. In der Lunge ist diese Rate im Vergleich zum 
Kammergewebe sehr niedrig. Eine mögliche Erklärung hierfür wäre die Tatsache, dass 
Endometrium aus einer dünnen Epithelzellschicht mit Drüsen und einem mit zahlrei-
chen Gefäßen bestückten Stroma zwischen den Drüsen besteht, und diese Zellen sehr 
kurzlebig sind, während die Lungenzellen anderen Zyklen der Regeneration unterwor-
fen sind. Die Anzahl untersuchter Mäuse war hier jedoch nur eine, was sicher nicht 
aussagekräftig und repräsentativ genug ist.  
6.1.2 Vergleich mit Endometrium 
Wir benutzten in unseren Studien Endometrium als Vergleichsorgan zur Lunge. Dies 
bot sich unter anderem an, da der Uterus eines der wenigen Organe ist, das entfernt 
werden kann, ohne dabei die Lebensqualität des Versuchstieres stark einzuschränken. 
Des Weiteren war Endometrium in der Rückenhautkammer ein vorher bereits etablier-
ter Versuchsaufbau, was die Entscheidung zu diesem Vergleichsorgan weiter beein-
flusst hat. Die Endometriumentnahme an sich, war eine komplexe eigenständige Ope-
ration, die zunächst erlernt werden musste. Dies führte dazu, dass in der Lernphase 
zunächst einige Mäuse starben. Eine natürliche Einschränkung war, dass hierzu ledig-
lich weibliche Versuchstiere genommen werden konnten. Den Mäusen wurde - wie 
unter 4.5.1 beschrieben - das eigene Endometriumgewebe in die Rückenhautkammer 
implantiert. Daraus ergab sich, dass nach der Narkosezeit für die Endometriument-
nahme die Narkosezeit für die Präparation des Endometriums und der Rückenhaut-
kammer folgte, so dass die Tiere verlängert in Narkose waren, im Gegensatz zu den 
Tieren, die lediglich Lungenstücke von Spendertieren in die Rückenhautkammer im-
plantiert bekamen. Ein Vorteil der Organwahl war, dass das Endometrium hervorra-
gend anwächst. In kürzester Zeit entstehen glomerulumartig strukturierte Gefäßknäuel. 
Bei den Mäusen der vorliegenden Studie konnten keine postoperativen Schäden, Ent-
zündungen oder andere negative Folgen festgestellt werden. Allerdings sind innerhalb 
der ersten drei Tage nach Implantation des Endometriums einige Tiere - vermutlich an 
den Folgen der Operation - verstorben. Die Versuchstiere, die den Tag 3 nach Implan-
tation überlebten, überlebten alle bis an Tag 14 nach Implantation und konnten für 
sämtliche Messungen verwendet werden. Ein großer Einflussfaktor war sicherlich die 
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fehlende Routine bei der Endometriumentnahme verglichen mit der Lungengewebe-
gewinnung, da in den vorliegenden Studien wesentlich mehr Rückenhautkammern der 
Versuchsmäuse mit Lungengewebe versorgt wurden. Insgesamt waren wir dennoch 
mit der Entscheidung zu diesem Vergleichsorgan sehr zufrieden, da es nur wenige 
Probleme während der Versuche auslöste und es zu besonders ausgebildeten Angi-
ostrukturen innerhalb der implantierten Gewebestücke kam.  
Das gewählte Vergleichsorgan verhielt sich in vielen Parametern sehr gegensätzlich zu 
dem ebenfalls implantierten Lungengewebe (siehe auch 6.1.1). Die Vaskularisierung 
verlief sehr unterschiedlich. So waren die Geschwindigkeit der Revaskularisierung 
(siehe 6.1.1.2), das Verhalten der Gefäßdurchmesser (siehe 6.1.1.3), die Flussge-
schwindigkeit (siehe 6.1.1.4), die funktionelle Kapillardichte (siehe 6.1.1.5), die Leuko-
zyteninfiltration (siehe 6.1.1.6) und die Apoptoserate (siehe 6.1.1.7) in beiden vergli-
chenen Organen sehr unterschiedlich. Das liegt vermutlich an den komplett verschie-
denen Herkünften, Funktionalitäten und Aufgabenbereichen der beiden Organe. Wäh-
rend Endometrium eine dünne Epithelzellschicht mit Drüsen und Stroma ist, die den 
Uterus auskleidet und zyklischen Veränderungen unterworfen ist, ist die Lunge ein 
Blutschwamm, der ein hohes Minutenvolumen hat und primär enorm vaskularisiert ist. 
Bei den Hypoxie-Hyperoxie-Serien verhielten sich Endometrium und Lunge absolut 
gegensätzlich. Die Gefäße des Endometriumgewebes reagierten wie auch die Kam-
mergefäße auf eine Hypoxie mit einer Vasodilatation und mit einer Vasokonstriktion auf 
eine Hyperoxie.  
6.1.3 Vergleich unseres Versuchaufbaus mit dem “Animal Model” von Srira-
marao et al. 
6.1.3.1 Versuchsaufbau und äußere Bedingungen 
Es existiert eine Forschungsgruppe, die einen sehr ähnlichen Versuchsaufbau hatte. 
Die Forschungsgruppe von P. Sriramarao aus San Diego veröffentlichte 2003 im Ame-
rican Journal of Pathology dieses Modell. Sie fanden heraus, dass das Lungenallograft 
in der Rückenhautkammer auf verschiedene externe Stimuli wie Zytokine und vasoak-
tive Mediatoren reagierte. Des Weiteren könne mit diesem Modell die Interaktion zwi-
schen Leukozyten und Gefäßendothel in der Lungenmikrozirkulation sowohl unter aku-
ten als auch unter chronischen experimentellen Konditionen evaluiert werden.  
Wir haben genauso wie diese Forschungsgruppe Lungengewebe in die Rückenhaut-
kammer von Mäusen transplantiert. Sie benutzten dazu ausschließlich Nacktmäuse, 
wobei wir die Charakterisierungsversuche, die Hypoxie-Hyperoxie-Serien und die I-
schämieversuche an C57BL/6-Mäusen durchführten und lediglich für die Versuchsrei-
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he mit der Gabe von endothelialen Progenitorzellen Nacktmäuse verwendeten. Bereits 
die Amerikaner stellten fest, dass die Lungenstücke revaskularisieren, und es zu einem 
Blutfluss kommt. Im Gegensatz zu uns stimulierten sie mit TNF-α, und sowohl die Arte-
riolen als auch die postkapillaren Venolen der Mikrozirkulation der Mäuselungenstücke 
reagierten mit Leukozyten-Rolling und -Adhäsion. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz 
zu der Systemzirkulation der Maus, wo Leukozyten-Rolling vor allem in den postkapillä-
ren Venolen und nur sehr selten in Arteriolen beobachtet wird. 
In entzündeten Lungenmikrogefäßen scheinen P-Selectin und L-Selectin die wichtigs-
ten Rolling Rezeptoren zu sein, so Sikora et al. Sie beobachteten weiterhin, wie die 
Leukozyten ihre Form bei der Passage durch die Lungenkapillaren verändern und als 
deformierte Leukozyten in den postkapillaren Venolen weiterrollen. Für die Versuche 
haben Sikora et al. Nacktmäuse im Alter von 8-10 Wochen mit einem Körpergewicht 
von 25-30 Gramm verwendet. Unsere Versuchstiere waren zwischen 8-20 Wochen alt 
und hatten ein Körpergewicht von 20-35g, ähnlich wie bei der Gruppe aus San Diego 
(8-10 Wochen alte Nacktmäuse, 25-30 Gramm Körpergewicht). Unsere Mäuse wurden 
anästhesiert mit 0.1ml/10g Körpergewicht „Rompun/Ketanest“-Gemisch (0.75ml „Keta-
vet“ (Ketamin) und 1,0ml „Rompun“ (Xylazin) auf 10ml NaCl 0.9% aufgezogen) intrape-
ritoneal, während die Mäuse von Sikora et al. mit einem Cocktail bestehend aus Koch-
salzlösung, Ketamin Hydrochlorid und Xylazin (7.5 und 2.5mg pro 100mg Körperge-
wicht) narkotisiert wurden. Dieser Unterschied hinsichtlich der Narkose wird kaum 
denkbar merkbare Unterschiede in den Versuchen oder der Narkosetiefe verursachen. 
Wie deren Studiengruppe haben auch wir unsere Mäuse auf ein Heizkissen gelegt, so 
dass die Tiere unter der Narkose nicht auskühlten. Mit einem Bratenthermometer (aus 
dem Haushaltswarenladen), das direkten Hautkontakt mit der Maus hatte, und zwi-
schen einem Abdecktuch, das auf dem Heizkissen lag und der Maus war, wurde die 
Temperatur regelmäßig überprüft. 
 
Abbildung 107: Bratenthermometer zur Überwachung der Körpertemperatur des Versuchstieres 
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Hierbei entstehen wahrscheinlich Messungenauigkeiten, da das Thermometer von al-
len Seiten misst. Die Unterseite misst direkt an dem Heizkissen, dass wiederum die 
Wärme an das Tier abgibt. Die gemessene Temperatur wird jedoch einen annähern-
den, brauchbaren Richtwert wiedergeben.  
Der Kammerbau an sich war bei beiden Studiengruppen identisch. Beide Male wurden 
Titaniumrahmen verwendet, die zur Hälfte auf die Rückenfalte implantiert wurden, wo-
bei - wie unter 4.2.2 beschrieben - auf einer Seite eine runde Schicht von 12mm (bei 
Sikora et al. 15mm Durchmesser) Durchmesser mit Hautmuskel (M. cutaneus max.), 
subkutanem Gewebe und die Epidermis entfernt wurden. Anschließend wurde die Stel-
le mit einem runden, in der Größe identischen Plexiglas abgedeckt. Bei deren Versu-
chen wie auch bei unseren hatten die Tiere 2-3 Tage Zeit, sich von dem Eingriff zu 
erholen. Erst danach wurde das Plexiglas kurzzeitig entfernt, um die Lungenstücke, 
wie unter 4.4.1 erklärt, zu implantieren. Als Spender wurden bei Sikora et al. neonatale 
BALB/c-Mäuse in einem Alter von 5-24 Stunden benutzt. Wir benutzten als Spender 
C57BL/6-Mäuse in einem Alter von 8-20 Wochen. In San Diego wurde die Transplanta-
tion des Lungenallograftes unter aseptischen Bedingungen durchgeführt. Solche guten 
Bedingungen konnten wir in unserem Labor in Homburg leider nicht erfüllen. Die 
Transplantation wurde bei uns unter nichtsterilen Bedingungen durchgeführt. Das In-
strumentarium war steril, die Unterlage unsteril, so auch die Handschuhe. Lediglich die 
Petrischalen, in denen die gewonnenen Lungenstücke zur Aufbewahrung und Färbung 
mit dem Leuchtstoff kamen, waren steril. Ein weiterer Unterschied der beiden Ver-
suchsgruppen ist: Die Gruppe von Sikora et al. schnitt longitudinale Lungenscheiben in 
der Peripherie der Lunge, während wir aus der Peripherie kleine Lungenwürfel mit ei-
ner Kantenlänge von 0.5mm präparierten. Vermutlich hat für die Revaskularisation und 
das Anwachsen der Organstücke die Form keine weitere Bedeutung. Das Wichtige 
hierbei ist, dass die Gefäße der Organe und die Kammergefäße miteinander verwach-
sen. Die Lungenstücke wurden dann in San Diego in steriler Hank´s Pufferlösung mit 
5(6)-(((4-Chlormethyl)benzoyl)amino)tetramethylrhodamin (CMTMR) mit einer Kon-
zentration von 1mg/ml für 30 min gelagert, um das Lungenallograft mit Fluoreszenzen 
zu labeln. Das mit Fluoreszenzen markierte Lungenallograft wurde mit Hank´s Puffer 
kurz abgespült und dann implantiert. Wir verwendeten als Lösung in der Petrischale 
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) + FCS 10%. In eine der beiden damit ge-
füllten Petrischalen gaben wir zusätzlich 3 Tropfen Bisbenzimid zum Markieren der 
Organe. Das so markierte Lungestück war sowohl bei den Amerikanern als auch bei 
uns für 2-3 Tage fluoreszierend. Auf diese Weise konnte es sehr gut im Intravital-
mikroskop dargestellt und in der Rückenhautkammer schnell wieder gefunden werden. 
Die Empfängermaus wurde in beiden Gruppen anästhesiert wie oben beschrieben, und 
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dann wurden bei den Amerikanern 1-3 Lungenstücke, bei uns jeweils 3 Lungenstücke, 
oder aber 2 Lungen- und 2 Endometriumstücke in die Rückenhautkammer implantiert. 
Dabei wählten wir den größtmöglichen Abstand zwischen den Organstücken, so dass 
die gegenseitige Beeinflussung der Transplantate möglichst gering war. In den meisten 
Fällen sahen wir kein Zusammen- oder Ineinanderwachsen. Wir gehen davon aus, 
dass die Organe sich gegenseitig nicht beeinflusst haben. Jedes der Organe für sich ist 
sehr gut angewachsen. Nachdem Organe in die Rückenhautkammer implantiert wor-
den waren, wurden diese bei der amerikanischen Studiengruppe wie auch bei uns mit 
Kochsalzlösung gespült. Wie unter 4.4.1 erklärt bestand die Schwierigkeit dabei darin, 
genug Flüssigkeit zu nehmen, um Lufteinschlüsse unter dem Deckglas zu vermeiden, 
und aber auch nicht zuviel Flüssigkeit zu verwenden, um die Lungenstücke nicht an 
den Rand der Kammer „schwimmen“ zu lassen. Auch bei dem Deckglas arbeitete die 
Gruppe von Sikora et al. sauberer: Sie benutzten sterile Silikonplättchen, während wir 
unsterile Einweg-Plastikdeckgläschen verwandten. Bei unseren Versuchen konnten wir 
jedoch keine Nachteile dadurch feststellen In beiden Fällen wurde das Glas mit einem 
C-Ring in seiner Position gehalten. 
6.1.3.2 Intravitalmikroskopie 
Die Beobachtung mit dem Intravitalmikroskop erfolgte unter leicht differenten Bedin-
gungen. In Homburg setzten wir eine Plexiglasbühne ein, auf die das Versuchstier auf 
einigen Kompressen als Unterlage in narkotisiertem Zustand gelegt wurde. Mit dieser 
Hilfe war die Rückenhautkammer in absolut waagerechter Position, konnte so fixiert 
und das Tier mitsamt der Bühne gut mobilisiert werden, was wichtig ist für die Beo-
bachtung unter dem Mikroskop bzw. Intravitalmikroskop. Sikora et al. benutzten aus 
dem gleichen Grund eine Plexiglasröhre, die auf der einen Seite geschlossen ist und 
auf der anderen einen Schlitz hat, durch den die Rückenhautkammer nach außen ge-
langt. Die Röhre enthält mehrere größere Löcher, so dass das Tier Sauerstoff be-
kommt. Nach Fixierung wird diese Röhre wie die Bühne dafür benutzt, das Ver-
suchstier bzw. die Kammer zu fixieren und das gesamte Tier möglichst leicht hin und 
her bewegen zu können. An Tag 0 (Tag der Implantation) machten beide Studiengrup-
pen zunächst ein Übersichtsbild von den einzelnen Organstücken. Diese wurden je-
weils mit einer VHS-Kassette aufgenommen. Beide hatten wir ein Intravitalmikroskop, 
mit dem wir an verschiedenen Tagen die Gefäßflüsse und Angiostrukturen festhalten 
konnten. Um die Gefäße intravitalmikroskopisch darstellen zu können, verwendeten 
beide FITC-Dextran (5%, 0.1ML; MG 150000; SIGMA), das i.v. appliziert wurde. Da-
durch erhält man Gefäßkontrast und Plasmaverstärkung. Das System des Sichtbarma-
chen war bei beiden Malen das Gleiche: Mit einer Kamera, die an dem Mikroskop an-
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gebracht und mit einem Bildschirm verbunden ist, wird das Bild dargestellt und mithilfe 
eines VHS-Videorecorders aufgezeichnet, um die Bänder dann später offline auswer-
ten zu können. In beiden Fällen wurden diese Beobachtungen regelmäßig über einen 
Zeitraum von 2 Wochen durchgeführt. 
6.1.3.3 Markierung der Erythrozyten 
Die Gruppe Sikora et al. hat zusätzlich Erythrozyten markiert, um die mikrohämodyna-
mischen Parameter zu messen. Dieses Verfahren haben wir dagegen nicht benutzt. 
Zum Markieren wurde FITC-Dextran (5%, 0.1ml; MG 150000; SIGMA) verwandt. Frisch 
entnommenes heparinisiertes Blut von 5-6 erwachsenen Mäusen wurde 5 Minuten bei 
1000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert und die entstehende gelbbraune obere 
Schicht entfernt. Die bei diesem Prozess gewonnenen Erythrozyten wurden mit Phos-
phat gepufferter Kochsalzlösung (PBS) gewaschen, um die endgültige Leukozytenkon-
tamination auf unter 0.1% zu reduzieren. Die Erythrozyten/FITC-Lösung wurden für 30 
Minuten bei 37°C im Dunkeln mit behutsamem Schüttel n inkubiert. Die mit FITC-
Dextran markierten Erythrozyten wurden nachfolgend mit PBS 3 Male gespült. An-
schließend wurden die markierten Erythrozyten (2.5x106) in die Schwanzvene einer 
Nacktmaus mit komplett revaskularisierten Lungenallograften (nach Tag 9) injiziert. Die 
Zirkulation der injizierten Erythrozyten wurde mit stroboskopischer Epi-Illumination 
sichtbar gemacht und die Bilder mit einem VHS-Videokassettenrecorder aufgenom-
men, um sie später offline auswerten zu können. Zusätzlich zu der Auswertung von 
Gefäßdurchmessern konnten so Scherungsraten bestimmt werden. Dieses scheint 
eine sehr gute, wenn auch aufwendige Methode zu sein. Durch die Erythrozyten lassen 
sich dadurch Informationen über Fluss und Aufteilung gewinnen.  
6.1.3.4 Benetzung der Lungentransplantate mit ET-1 
Endothelin-1 (ET-1) ist ein vasokonstriktorisches Peptid der Gefäßwände, bestehend 
aus 21 Aminosäuren bei einem Molekulargewicht von 2492D. Endothelin-1 wird in den 
Endothelzellen der Blutgefäße gebildet. Es funktioniert in unterschiedlichen Geweben 
und Organen als starker Vasokonstriktor und führt zudem zu einer Proliferation der 
glatten Muskelzellen. Die Wirkung wird in der glatten Muskulatur durch ETA- und ETB-
Rezeptoren (vasokonstriktiver und mitogener Effekt) und in den Endothelzellen durch 
ETB-Rezeptoren (NO-Bildung und Prostacyclin-Freisetzung) vermittelt (Donovan & 
Gearhart, 2001b). Endothelin spielt eine wesentliche pathogenetische Rolle bei ver-
schiedenen kardiovaskulären Erkrankungen mit Endothel-Dysfunktion. Es ist bei Ge-
webe- und Organschädigungen an einem Gefäß-Remodelling beteiligt (Abraham & 
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Dashwood, 2008). Eine Hemmung der Endothelin-Rezeptoren kann therapeutisch zum 
Beispiel bei der pulmonalen Hypertonie eingesetzt werden (Opitz & Ewert, 2006).  
Die Forschungsgruppe Sikora et al. untersuchte im Gegensatz zu uns den Effekt von 
Endothelin-1 (ET-1) auf die Vasokonstriktion der Lungenmikrogefäße. Bei 22 Mäusen 
wurde dazu zunächst FITC-Dextran appliziert, um eine komplette Revaskularisation 
und Entwicklung des Blutflusses in den ektopen Lungenstücken mit dem Intravital-
mikroskop sicherstellen zu können. Nach dieser Bestätigung wurde das Deckglas vor-
sichtig entfernt und die Lungenstücke mit  50µl ET-1 beträufelt, die Kontrollgruppe da-
gegen lediglich mit Pufferlösung. Eine Minute nach der Applikation wurden beide Lö-
sungen mit Kochsalzlösung ausgetauscht und das Deckglas ersetzt. Jede Maus wurde 
unmittelbar danach mit der Mikroskopierbühne verlegt und der Effekt der ET-1-
Applikation auf die Vasokonstriktion der Lungengefäße über einen Zeitraum von 60 
Minuten bestimmt. Die Ergebnisse wurden über den gesamten Zeitraum des Versu-
ches mit dem Videorecorder festgehalten. Die hierbei festgestellte Möglichkeit von ET-
1, eine Vasokonstriktion bei revaskularisiertem Lungengewebe hervorzurufen, gab eine 
Antwort auf die Frage, ob das Lungenallograft auf externe Stimuli reagierte. Die kom-
plette Benetzung mit ET-1 mit einer Konzentration von 1.0µmol/L verursachte eine so-
fortige Vasokonstriktion der Lungengefäße an multiplen Orten. Die Konzentration von 1 
µmol/L erwies sich als optimal, und eine Konzentrationssteigerung auf 10 µmol/L führte 
zu keiner weiteren Zunahme der Vasokonstriktion. Die Benetzung mit ET-1 resultierte 
in einer signifikanten Vasokonstriktion der Blutgefäße von 66.7±11.5% des Ausgangs-
durchmessers. Es war eine generelle Konstriktion aller Blutgefäße zu verzeichnen, 
obwohl das Ausmaß der Konstriktion in den verschiedenen Regionen der Blutgefäße 
stark variierte. Die genannten Werte beziehen sich auf die Regionen, wo die stärkste 
Vasokonstriktion festzustellen war. Im Gegensatz dazu hatte die Benetzung mit Puffer-
lösung keinen Effekt. Der Effekt von ET-1 bestand für 45 Minuten, und anschließend 




Abbildung 108: Endothlin-1 führt zu einer Vasokonstriktion der Blutgefäße (Klabunde, 2010). 
6.1.3.5 Effekt von TNF-α 
Tumornekrosefaktor (TNF-α) ist ein multifunktionaler Signalstoff (Zytokin) des Immun-
systems bestehend aus 233 Aminosäuren mit einem Molekulargewicht von 26kD, der 
bei lokalen und systemischen Entzündungen beteiligt ist. TNF wird hauptsächlich von 
Makrophagen, aber auch von Lymphozyten, Mastzellen, Endothelzellen, Herzmuskel-
zellen, Fibroblasten und neuronalem Gewebe gebildet. Seine wichtigste Funktion ist, 
die Aktivität verschiedener Immunzellen zu regeln. Es kann Apoptose, Zellproliferation, 
Zelldifferenzierung und Ausschüttung anderer Zytokine anregen. TNF löst Fieber aus 
und ist an der Entstehung der Kachexie bei bestimmten Krankheiten beteiligt. Ferner 
hat es Effekte auf den Fettstoffwechsel, die Koagulation, die Insulinresistenz und die 
endotheliale Funktion (Hehlgans & Pfeffer, 2005). 
 138 
 
Abbildung 109: Struktur von TNF-α (Schultz & Letunic, 2010) 
Die Gruppe in San Diego untersuchte den Effekt von TNF-α auf die Wechselwirkungen 
zwischen Leukozyten und Endothel in den Lungenallograftmikrogefäßen. Wie bei dem 
Versuch mit Endothelin-1 wurden Mäuse verwendet, bei denen die Lungenstücke be-
reits gut angewachsen und revaskularisiert waren. An Tag 9-14 wurde das Deckglas 
entfernt und das Lungenstück mit 50µl TNF-α oder PBS als Kontrolle getränkt. Die Fä-
higkeit von TNF-α, Rolling oder Adhäsion von zirkulierenden Leukozyten, die in vivo mit 
Acridine-Orange (i.v. Injektion mit 2mg/kg Körpergewicht) gelabelt wurden, zu induzie-
ren, wurde 4-6 Stunden nach Zytokinstimulation festgestellt. Die Interaktion der mar-
kierten Leukozyten wurde wie gehabt offline ausgewertet. Ohne Zytokinstimulation 
waren es nur sehr wenige Leukozyten, die rollten oder sich an die Gefäßwand anhefte-
ten. Die Geschwindigkeit von rollenden Leukozyten in nichtentzündeten Arteriolen war 
erheblich höher (36.7±33.2µm/sec) als in den Venolen (16.5±3.8µm/sec). TNF-α-
Stimulation des Lungenstücks resultierte in einem signifikantem Anstieg des Leukozy-
ten-Rolling und -Anhaften an die Gefäßwand in den Venolen im Lungenallograft, ver-
glichen mit dem Kontrollverdünnungsmittel (18.3±2.9 vs. 6.2±3.9 Rollers/Minute, P 
<0.05; 5.9±2.1 vs. 1.2±0.5 adhärente Leukozyten/250µm Länge Blutgefäß, P<0.01). 
TNF-α induzierte ebenso einen signifikanten Anstieg in Rolling und Adhäsion in Arterio-
len verglichen mit der Kontrolle (17.7±6.7 vs. 2.6±1.1Rollers/Minute, P<0.01; 3.2±0.6 
vs. 0.6±0.2 adhärenter Leukozyten/250µm Länge Blutgefäß, P<0.05). Die Geschwin-
digkeit von Rollers in TNF-α-stimulierten Arteriolen (25.5±20.7µm/sec) war größer als 
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die Geschwindigkeit von Rollers in Venolen (9.5±5.5µm/sec). Ohne den chemotakti-
schen Faktor gelang es den adhärenten Leukozyten nicht, die TNF-α-stimulierten Lun-
genmikrogefäße zu passieren.  
Mit dieser Methode kamen sie zu den gleichen Ergebnissen wie wir mit der Leukozy-
tenmarkierung durch Rhodamin. An den Tagen 0, 3, 6, 10 und 14 nach Transplantation 
färbten wir die Leukozyten an und stellten eine Infiltration der Lungestücke mit Leuko-
zyten an den Tagen 6-10 fest. Wie auch die Amerikaner definierten wir Rollers als Leu-
kozyten, die wesentlich langsamer als der Hauptblutfluss sind und sichtbar mit dem 
Gefäßendothel interagierten. Sie wurden bei beiden Studiengruppen per Hand ausge-
zählt, als Anzahl der durch einen bestimmten Referenzpunkt passierenden Leukozyten 
pro Zeiteinheit. Die Gruppe Sikora et al. bestimmte zusätzlich noch den Anteil dieser 
Leukozyten an der Gesamtzahl der Zellen, die pro Zeiteinheit diese Stelle passierte. 
Die so genannten Sticker oder adhärenten Zellen wurden bei ihnen als solche definiert, 
die mindestens für eine Minute an Ort und Stelle blieben, und wurden als Anzahl adhä-
renter Zellen pro 250µm langen Gefäßabschnitt gezählt. Wir gingen ähnlich vor und 
bestimmten die Anzahl Leukozyten, die während 20 Sekunden im betrachteten Gefäß-
abschnitt hängen blieben, und maßen im gleichen Bildabschnitt die funktionelle Kapil-
lardichte, so dass wir dann die Anzahl der Leukozyten pro Kapillardichte angeben 
konnten. Auf diese Weise stellten wir sicher, dass sich Verzerrungen im Ergebnis der 
Anzahl der Leukozyten durch verschieden stark durchblutete Areale vermeiden ließen. 
In diesem Punkt unterscheiden sich die Messmethoden voneinander. Während wir 
zusätzlich die durchblutete Kapillardichte mitberücksichtigten, also die Länge an Gefä-
ßen, in denen wir die Leukozyten auszählten, maßen die Amerikaner etwas genauer, in 
dem sie sogar die Anzahl der insgesamt fließenden Zellen zählten und statt der Kapil-
lardichte eine genau definierte Länge an Gefäßstrecke überhaupt nur auszählten. Das 
Auszählen größerer Flächen, wie wir es taten, ist jedoch in dem Punkt repräsentativer, 
als dass so ein Mittelwert für die Anzahl Leukozyten pro Gefäßabschnitte gebildet wird. 
Dieser Wert liegt dem realen Wert etwas näher, als wenn nur ein kurzes Stück Gefäß-
länge ausgezählt wird. Die Amerikaner machten einen weiteren zusätzlichen Versuch 
und untersuchten den Effekt von monoklonalem Antikörper (mAb) gegenüber E-
Selectin, L-Selectin, P-Selectin und α4 auf das Leukozyten-Rolling und die Leukozy-
tenadhäsion. 4-6 Stunden nach TNF-α-Stimulation wurden 60µg mAb i.v. appliziert und 
direkt anschließend mikroskopiert. Des Weiteren untersuchten diese Forscher offline 
den Effekt, den die Migration durch die Gefäße auf die Form der Leukozyten hat. Sich 
gegenseitig beeinflussende Leukozyten in den Kapillaren wurden als Prozent aller Zel-
len, die durch das Gefäß fließen, ausgedrückt.  
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Da TNF-α signifikant das Leukozyten Rolling und die Leukozytenadhäsion in den Lun-
genmikrogefäßen induzierte, untersuchten Sikora et al., ob die adhäsiven Interaktionen 
in den Lungenmikrogefäßen abhängig von der Verbindung von einem oder mehr Leu-
kozyten (L-Selectin und α4 Integrine) und endothelialen Rolling Rezeptoren (inklusive 
E- und P-Selectine) sind. Antikörper-Blockade-Studien zeigten, dass die Behandlung 
von Mäusen mit Antikörpern, die gegen Leukozyten-exprimiertem L-Selectin gerichtet 
waren, signifikant das Leukozyten-Rolling in postkapillaren Venolen gehemmt hat (un-
gefähr 40% vs. Kontrolle). Ebenso inhibierte mAb gegen P-Selectin signifikant das 
Leukozyten Rolling in den Venolen (ungefähr 54% vs. Kontrolle), während die Behand-
lung mit anti-E-Selectin mAbs allein das Leukozyten Rolling nicht signifikant beeinflusst 
hat (ungefähr 9% vs. Kontrolle). Jedoch hat die Kombinationsbehandlung mit anti-E-
Selectin und anti-P-Selectin mAb das Leukozyten Rolling fast komplett inhibieren kön-
nen (ungefähr 97% vs. Kontrolle), was darauf schließen lässt, dass E-Selectin erheb-
lich zum Leukozyten Rolling in Kombination mit P-Selectin beisteuert, möglicherweise 
verstärkt es das durch P-Selectin initiierte Leukozyten Rolling in den Lungenmikroge-
fäßen. In einer begrenzten Anzahl von untersuchten Arteriolen resultierte eine kombi-
nierte Therapie mit anti-P-und E-Selectin in einer signifikanten Reduktion des Rolling, 
aber anti-E-Selectin allein schaffte es nicht, die Zahl der rollenden Zellen zu erhöhen. 
6.1.3.6 Anästhesie 
Es gibt einen weiteren Unterschied, was die Narkose angeht. Sikora et al. beschreiben 
in ihrem „Animal model“, dass sie lediglich für den Kammerbau und die Lungentrans-
plantation die Maus in Narkose versetzten. Alle weiteren Beobachtungen der Lungen-
stücke erfolgten dann ohne Narkose. Wir setzten die Versuchstiere bei jedem Eingriff 
und auch bei der Beobachtung der Lungestücke alle 3-4 Tage in Narkose. Nur so war 
gewährleistet, dass die Tiere unbewegt auf der Plexiglasbühne liegen blieben, und 
man statische Bilder der Organe aufzeichnen konnte. Im Paper ist leider nicht erklärt, 
mit welcher Methode sie die Tiere bei der Intravitalmikroskopie fixierten, so dass sie 
ebenfalls ein unbewegtes Bild erhielten. Für die Tiere ist es sicherlich von Vorteil, wenn 
sie möglichst wenige Anästhetika bekommen, um sie nicht unnötig zu belasten. Sobald 
die Tiere bei meinen Intravitalmikroskopie-Versuchen aus der Narkose erwachten, fin-
gen sie an, wild zu zappeln und lösten sich fast aus der Fixierung, auch die fixierte Rü-
ckenhautkammer war in solchen Momenten in Bewegung. Es wäre sehr interessant zu 
wissen, wie die Amerikaner dieses Problem lösten.  
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6.1.3.7 Anwachsen der Lungenstücke 
Sikora et al. beschreiben die Lungenstücke am Implantationstag wie folgt: Ein glatt 
begrenztes Gewebestück, bestehend aus einem Büschel von zerbrochenen Zellen. Zu 
diesem Zeitpunkt seien keine vaskulären Netzwerke sichtbar, abgesehen von verein-
zelten Regionen mit Röte. Diesen Eindruck gewannen wir ebenfalls: An Tag 0 wirkte 
das umliegende Kammergewebe ungestört, der Blutfluss schien wie gehabt weiterzu-
laufen, und das transplantierte Lungengewebe war völlig ruhig, frei von Blutfluss und 
Bewegungen.  
 
Abbildung 110: Frisch implantiertes ektopes Lungenstück in der Rückenhautkammer: Die Ränder sind 
relativ glatt begrenzt und es ist noch kein Blutfluss vorhanden.  
Mit FITC-Dextran konnte die Fähigkeit der transplantierten Lungenstücke, Blutfluss zu 
entwickeln, demonstriert werden. Über einen Zeitraum von 10 Tagen konnten kontinu-
ierliche und fortschreitende Veränderungen in der Bildung des Blutflusses erfasst wer-
den. In den Tagen 1-3 nach Implantation gelangte FITC-Dextran nicht in die Lungen-
gewebe, war aber jedoch deutlich in den umgebenden Kammergefäßen sichtbar, was 
einen normalen Blutfluss darstellte. In den Tagen 4-6 nach Implantation zeigte das 
Lungenstück jeweils einen zunehmenden Blutfluss. Zu diesem Zeitpunkt war bereits 
mehr als die Hälfte des Lungengewebes revaskularisiert. An Tag 9 offenbarte die Ap-
plikation von FITC-Dextran, dass sämtliche Gefäße der Lungenstücke revaskularisiert 
waren und ein Blutfluss ohne sichtbare Anzeichen einer Thrombose entstanden war. 
Zu diesen Ergebnissen kamen sowohl wir als auch die Studiengruppe in San Diego. 
Dies ist nicht sonderlich verwunderlich, da wir beide sehr ähnliche Rahmenbedingun-
gen hatten und die Lungenstücke auf gleiche Weise implantierten. Auch bei unseren 
einzelnen Versuchstieren konnten wir ein sich immer wiederholendes gleiches Muster 
vom Anwachsen der Organstücke beobachten. Die implantierten Organstücke sahen 
sich jeweils sehr ähnlich, wuchsen am gleichen Tag an und zeigten auch sonst ähnli-
che Reaktionen.  
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Nach der Richtung des Blutflusses zu urteilen, konnte beim revaskularisiertem Lun-
gengewebe zwischen Arteriolen, Kapillaren und Venolen unterschieden werden. Dies 
behaupten die Amerikaner in ihrem „Animal Model“. Wir konnten in unseren Lungen-
stücken auch verschiedene Flussrichtungen ausmachen. An einigen Stellen jedoch 
konnten wir Flussumkehrungen vermerken, so dass es teilweise nicht einfach war, ein-
deutig zwischen Arteriolen und Venolen zu unterscheiden. Bei den ersten Auswertun-
gen am Cap Image (CapImage ist ein Computer-Programm für die Bildanalyse in der 
Mikrozirkulationsforschung, Zeintl, Heidelberg) unterteilten wir die Messungen nach 
Arteriolen, Kapillaren und Venolen. Dann stellten wir diese Unterscheidung jedoch ein 
und maßen lediglich „Gefäße“ mit bestimmten Durchmessern nach Geschwindigkeit, 
Durchmesser, Leukozyten usw., um nicht versehentlich eine falsche Zuordnung der 
Gefäßtypen zu machen. 
Das Lungenallograft lässt einen Blutfluss entstehen, indem es mit den Kammergefäßen 
Kontakt aufnimmt. Bereits an Tag 3 scheinen sich die Blutgefäße in der Peripherie des 
Lungenallograftes in das Kammergewebe auszubreiten. Die Gruppe Sikora et al. zeigt 
sehr eindrückliche Bilder, auf denen man erkennen kann, wie die kleinen Gefäße der 
Allografte kleine Äste bilden und in die gut durchbluteten Kammergefäße sprießen. An 
Tag 9 war eine komplette Revaskularisation durch die multiplen Verbindungen von 
Kammergefäßen und Gefäßen der Lungenstücke entstanden. 
6.1.3.8 Histologien und hämodynamische Parameter 
Sowohl die Gruppe aus San Diego wie auch wir machten zusätzlich histologische Un-
tersuchungen. Das Vorgehen war beide Male ähnlich: Gewebeabschnitte, die sowohl 
die Lungenallografte wie auch Gewebestücke aus dem Kammergewebe enthielten, 
wurden exzidiert und in Formalin fixiert. Sikora et al. benutzten dafür 10%-iges Forma-
lin und fixierten das Gewebe über Nacht. Unsere Studiengruppe verwendete 4%-ige 
Formaldehydlösung bei 4°C, und das Gewebe wurde für  24 Stunden fixiert. Repräsen-
tative Stücke wurden in beiden Varianten in Paraffin gebettet und in Schichten von 3-5 
µm geschnitten. Die Färbung der Schnitte erfolgte mit Hämatoxylin und Eosin (H&E), 
um die unterschiedlichen Strukturen darstellen zu können, und um das Vorhandensein 
von Lungenzellarchitektur zu bestätigen.  
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Abbildung 111: Histologie der ektop transplantierten Lungenstücke (Strich entspricht 100 µm) 
Wie in Abbildung 111 sichtbar, erkennt man an Tag 14 sehr gut die für Lungengewebe 
typischen Strukturen mit Alveolen und Gefäßen. Die histologischen Schnitte der trans-
plantierten Lungenstücke unterscheiden sich nicht von histologischen Bildern mit nor-
malem Lungengewebe. Im Gegensatz zu den Arealen mit Kammergewebe erkennt 
man in den Gewebsabschnitten mit Lungegewebe Bronchus und bronchoepitheliale 
Zellen mit hervorstehenden Zilien, die den Bronchus auskleiden. Die Amerikaner be-
schreiben bei ihren histologischen Schnitten, dass das alveoläre und das lymphatische 
Gewebe kollabiert und das Lungenparenchym zusammengepresst erscheinen. Das 
gesamte Lungegewebe sei frei von Zeichen, die auf eine nichtspezifische Entzündung 
hindeuten würden. Es gab keinen Neutrophilenzustrom in das Gewebe oder die Lun-
gengefäße. Das Gewebe behielt die Gefäß- und Zellintaktheit bei, wie diese bei norma-
lem Lungengewebe beobachtet wird. Die Kalifornier erklären, wie bei ihren histologi-
schen Schnitten ein klares Muster von Arteriolen, Kapillaren und venöser Blutversor-
gung erkennbar sei. Der durchschnittliche Durchmesser der Arteriolen war bei ihnen 
22.7±7.8µm, während der von Venolen 26.4±13.1µm war. Die Venolen hatten sehr 
verschiedene Durchmesser.  
Wir maßen - wie bereits vorher erklärt - lediglich Lungengefäße, ohne die Aufteilung in 
Arteriolen und Venolen. An Tag 3 nach Implantation betrug der Durchschnittsdurch-
messer 31.4±33.85 µm, während er an Tag 14 nur noch 16.86±8.4 µm betrug. Sikora 
et al. maßen die mikrohämodynamischen Parameter wie Blutfluss, Erythrozyten-
geschwindigkeit und Scherungsraten im revaskularisi
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sie beobachten, wie FITC-markierte Erythrozyten das gesamte Gefäßnetzwerk des 
ektopen Lungengewebes durchqueren, ohne irgendwo hängen zu bleiben. Die Ge-
schwindigkeit der Erythrozyten in Arteriolen und Venolen war 609±354 und 
977±921µm/sec. Die Wandscherungsraten in unstimulierten Lungenallograftgefäßen 
bewegte sich zwischen 147±95 und 202±163 Sekunden-1, und die Geschwindigkeit  
markierter Leukozyten war 605±334, beziehungsweise 789±473 µm/sec in Arteriolen 
und Venolen. Die Werte der mikrohämodynamischen Parameter, die in den Lungenge-
fäßen beobachtet wurden, waren denen sehr ähnlich, die bereits für die Lungenmikro-
zirkulation vom Kaninchen am Modell des Thoraxfensters („thoracic window model“) 
beschrieben worden sind. 
6.1.3.9 Deformierung der Leukozyten 
Die Amerikaner untersuchten die Deformation der Leukozyten. Eine erkennbare De-
formation der Leukozyten war erkennbar in den Kapillaren der Lungenallografte. In den 
Arteriolen der ektopen Lungenstücke waren keine deformierten Leukozyten sichtbar. 
Dies lässt vermuten, dass die Leukozytendeformierung dann geschieht, wenn Leuko-
zyten die Arteriolen bereits passiert haben, um dann die Kapillarmikrozirkulation zu 
passieren. Der Teil der Leukozyten, der das Kapillarbett wieder verlassen hatte, um 
dann in die postkapillaren Venolen zu rollen, war entweder sphärisch oder gestreckt. 
Einigen Leukozyten jedoch gelang es nicht, wieder aus den Lungenkapillaren hinaus 
zu fließen, und sie blieben als sphärische oder gestreckte Zellen für längere Zeit in den 
Mündungen (32.1±6.8% aller Leukozyten) oder innerhalb der Kapillarsegmente 
(34.5±7.8% aller Leukozyten) hängen. Es gab jedoch keinen statistisch signifikanten 
Unterschied in der Anzahl deformierter oder sphärischer Leukozyten, die in TNF-α-
stimulierten Kapillaren hängen blieben gegenüber denen, die in unstimulierten Kapilla-
ren der Lungenallografte hängen blieben (38.8±14.4 vs. 51.6±18% aller Leukozyten, 
P<0.05).  
6.2 Hypoxie-Hyperoxie-Serien 
Eine unserer Versuchsreihen bestand darin, Mäuse, denen 3 Tage vorher in gut abge-
heilten Rückenhautkammern jeweils 3 Lungenstücke oder 2 Lungen- und 2 Endometri-
umstücke implantiert worden waren, verschiedene Sauerstofffraktionen über eine Ge-
sichtsmaske zu applizieren (Versuchsaufbau siehe 4.10.2). So wurden durch das Intra-
vitalmikroskop die Gefäße der ektopen Gewebestücke und die der Kammer beobachtet 
und für die spätere Ausmessung mit dem Videorecorder aufgenommen. Dies geschah 
zunächst unter Raumluft und dann in einem zweiten Schritt für jeweils 90 Minuten für 
eine Hälfte der Tiere während der Gabe von 100% Sauerstoff, die andere Hälfte der 
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Tiere erhielt 10% Sauerstoff über eine Atemmaske. Anschließend wurden bei beiden 
Gruppen 90 Minuten lang die Gefäße bei Raumluft analysiert. Auf diese Weise wurde 
bei der einen Hälfte eine Hypoxie und bei der anderen eine Hyperoxie erzeugt und 
dabei die Gefäße der ektopen Organe und auch die Muskelarteriolen der Rückenhaut-
kammer im Intravitalmikroskop beobachtet, mit Videokassette aufgenommen und dann 
offline am Bildbearbeitungssystem Cap Image ausgewertet. Wie im Ergebnisteil 5.3 
erläutert verhielten sich die Lungenarteriolen genau entgegengesetzt zu den Muskel- 
und Endometriumarteriolen: Bei einer Hypoxie kam es innerhalb der Lungenstücke zu 
Vasokonstriktion der Gefäße und in den Muskelarteriolen zu einer Dilatation. Dies ist 
die physiologische Reaktion, wie sie auch im menschlichen Körper zu finden ist. Mit 
dieser Reaktion sichert der Körper immer die größtmögliche Sauerstoffsättigung seiner 
Hämoglobinmoleküle. Die Gewebe in der Peripherie weiten ihre Gefäße, wenn der 
Sauerstoffgehalt des Blutes zu niedrig ist. Auf diese Weise stellen sie sicher, dass sie - 
wenn der Sauerstoffgehalt niedriger ist - zumindest mehr an Volumen des sauerstoff-
armen Blutes erreicht und dadurch die Menge an Sauerstoff steigt. In den Lungen ist 
genau das gegenteilige Prinzip von Vorteil, was mit der Lungenarchitektur zusammen-
hängt. Die Lungenarteriolen liegen ganz dicht neben den Bronchiolen, so dass die O2-
und CO2-Moleküle in beide Richtungen durch die Membranen diffundieren können. 
Sobald in einem Bronchiolus Luft mit zu wenig Sauerstoffgehalt ist, kommt es zum Eu-
ler-Liljestrand-Mechanismus: Die hypoxische Pulmonalvasokonstriktion ist eine physio-
logische selbstregulierende Antwort auf alveoläre Hypoxie, die den pulmonalen Kapil-
larblutfluss zu Arealen mit viel Sauerstoff hinlenkt. Dieses Prinzip, auch Euler-
Liljestrand-Mechanismus genannt, optimiert so den Gasaustausch an der Blut-Luft-
Grenzfläche (Marshall, Marshall, Benumof, & Saidman, 1981; Orchard, Sanchez, & 
Sykes, 1983). Aufgrund der gegensätzlichen Funktionen von Lungengefäßen und sys-
temischen Gefäßen, Sauerstoff ansammeln und verteilen, haben sie verschiedene Re-
aktionen auf Hypoxie entwickelt. Während die meisten systemischen Gefäße eines 
erwachsenen Organismus während Hypoxie dilatieren, konstringieren Pulmonalgefäße 
(Sommer et al., 2008). Dieser Mechanismus wurde von EULER und LILJESTRAND 
bereits 1946 entdeckt. Zwar wurde schon vorher ein Anstieg des Pulmonalarteriendru-
ckes als Antwort auf alveoläre Hypoxie entdeckt, doch Euler und Liljestrand fanden 
heraus, dass das Anpassen der Ventilation mit der Perfusion der Grund für diese Re-
aktion war. Sie bemerkten eine 50% Zunahme im Pulmonalarterienwiderstand als Ant-
wort auf einen alveolären Partialdruck (PA,O2) von unter 50mmHg (Motley & Cournand, 
1947). 
Sikora et al. stellen eine Studiengruppe dar, die ebenfalls Lungengewebe in die Rü-
ckenhautkammer der Maus transplantiert. Ansonsten wurde bisher nur mit dem Tho-
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raxfenster-Modell („thoracic window“) gearbeitet, um die Mikrogefäße der Lunge dar-
stellen zu können. Bei dem Thoraxfenster-Modell besteht der Vorteil, dass die Lunge 
an ihrem Ort bleiben kann und dort unter physiologischen Bedingungen beobachtet 
werden kann. Das Modell der Rückenhautkammer kann dies nicht bieten, so hat es 
jedoch andere Vorteile, wie z.B., dass die Mikrogefäße intravitalmikroskopisch darge-
stellt werden können, ohne Einbußen durch die kardiorespiratorischen Bewegungen in 
Kauf nehmen zu müssen. Die Lungenstücke sind jedoch im Gegensatz zu dem ande-
ren Modell nicht an ihrem physiologischen Ort, sondern ektop, also an einer fremden 
Stelle implantiert. Hier galt es nun für uns festzustellen, ob diese implantierten Lungen-
stücke innerhalb der Rückenhautkammer in einer anderen Empfängermaus sich wie 
normales Lungengewebe verhalten, oder ob sie die Gefäßeigenschaften der Muskelar-
teriolen, also des Kammergewebes, übernehmen. Die Ergebnisse, wie unter 5.3 be-
schrieben, legen nahe, dass die ektopen Lungenstücke die pulmonalen Eigenschaften 
der Gefäßstrombahn beibehalten, obwohl sie nicht ventiliert sind. Dies lässt ferner 
vermuten, dass die Gewebe auch sonst ihre Eigenschaften beibehalten. Der größte 
physiologische Stimulus, die Hypoxie, ist also bei den ektopen Lungenstücken sicher 
gleich zum normalen Lungengewebe. Andere Mediatoren wurden in dieser Studie je-
doch nicht überprüft. Aber zumindest in dem wichtigsten Punkt verhalten sich die bei-
den Gewebe gleich. Dadurch gewinnt unsere Rückenhautkammer als Modell ganz e-
norm an Bedeutung. Das heißt also, dass alle Versuche, die wir weiter mit Lungenge-
webe in der Rückenhautkammer durchführten und auch solche, die noch kommen, 
sehr repräsentativ sind, da sich die transplantierten Lungenstücke tatsächlich zumin-
dest in dem wichtigsten Punkt wie normales Lungengewebe verhalten. Dies ermöglicht 
nun eine ganze Bandbreite an neuen Versuchen an den Lungenstücken in der Rü-
ckenhautkammer. Dieses Ergebnis war deshalb von uns von enormer Bedeutung, da 
so die anderen von uns durchgeführten Versuchsreihen wesentlich an Bedeutung ge-
winnen.  
6.3 Ischämie-Reperfusionsschaden 
In dieser Versuchsreihe wurde ein ischämischer Schaden mithilfe eines Gummirings an 
einem der implantierten Lungenstücke in der Rückenhautkammer für den Zeitraum von 
einer Stunde gesetzt (wie unter 4.6 erklärt). Die übrigen Lungenstücke innerhalb der-
selben Kammer dienten als Kontrolle. Die gesetzte Ischämie zeigte folgende Auswir-
kungen (siehe 5.4): Der Blutfluss sistierte, das Gewebe war für einige Tage sichtbar 
geschädigt, und das umliegende Kammergewebe bildete ein Ödem. Auch die Gefäß-
struktur schien sich zu verändern. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die gewählte 
Methode mithilfe des Gummiringes erfolgreich war: Es kam zu einer im Intravital-
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mikroskop nachgewiesenen Ischämie während dieser Zeit. Es war jedoch nicht mög-
lich, die Stärke der Ischämie zu objektivieren: War der Stempel nicht fest genug ange-
zogen, konnte in der Kontrolle im Intravitalmikroskop ein Blutfluss festgestellt werden, 
und der Stempel wurde darauf minimal stärker angezogen, bis der Blutfluss sistierte. 
Auch wenn der Fluss bei der ersten Kontrolle bereits gestoppt war, wurde nach einigen 
Minuten erneut kontrolliert, und gelegentlich kam es vor, dass die Schraube erneut 
nachgezogen werden musste, da plötzlich ein geringer Blutfluss aufgetreten war. Ver-
mutlich hatte hier der Druck auf das Gewebe etwas nachgelassen. Es ist aber auch 
möglich, dass beim Quetschen etwas Gewebeflüssigkeit mobilisiert wurde und ent-
sprechend nach einer Zeitspanne von einigen Minuten wieder ein Fluss in den Gefä-
ßen vorzufinden war. Bei diesem Vorgehen muss zwischen erstens einer Ischämie und 
zweitens einer Quetschung unterschieden werden. Ziel bei dieser Versuchsreihe war 
es, die Erste zu optimieren. Es ist nicht ganz auszuschließen, dass das Lungengewebe 
minimal auch gequetscht wurde, da es sich jedoch um einen Ischämiering handelte, 
dürfte innerhalb dieses Ringes das Gewebe nur minimal betroffen sein. Eine Ischämie 
trat sicher auf, dies konnte mithilfe des Intravitalmikroskopes kontrolliert werden. Es 
wurde hier versucht, eine Optimierung zwischen Quetschung und Ischämie herzustel-
len, das Kammergewebe nur gerade so stark zu quetschen, wie nötig war, um eine 
Ischämie der Lungengefäße zu provozieren. 
Direkt nach dem Öffnen des Ischämiestempels sistierte der gestoppte Blutfluss für eine 
Weile und fing erst nach wenigen Stunden wieder langsam zu fließen an. Das entste-
hende Ödem konnte bildlich festgehalten werden. Zu sehen war, dass das betroffene 
Gewebe für viele Stunden geschädigt war. Das gebildete Gewebeödem war nach eini-
gen Tagen rückläufig. Nach dieser Zeit waren keine Auswirkungen des Ödems und 
keine Folgeschäden mehr sichtbar. 
In dieser Versuchsreihe ging es vorrangig darum, den Schaden, der durch die Ischä-
mie entsteht, genauer zu untersuchen, zu charakterisieren, um uns damit auf die nach-
folgend beschriebenen Homing-Versuche vorzubereiten. Es konnte festgestellt werden, 
dass eine totale Ischämie zustande kam. Dieses hier entwickelte Schadensmodell eig-
net sich also zur Analyse des ischämischen Schadens in der Lunge. Bei der vorliegen-
den Studie wurde dieses entwickelte Modell zur Untersuchung des Homing der endo-
thelialen Progenitorzellen herangezogen. Auch für weitergehende Untersuchungen der 
Ischämie des Lungengewebes scheint dieses Schadensmodell geeignet.  
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6.4 Homing der endothelialen Progenitorzellen 
6.4.1 Endotheliale Progenitorzellen allgemein  
Vaskuläre endotheliale Zellen kleiden mit einer zellstarken Schicht die gesamten Gefä-
ße unseres Körpers aus. Sie stellen dadurch die Grenzfläche zwischen den Gefäßen 
selber und den Blutzellbestandteilen dar. Von dieser Position aus regulieren die endo-
thelialen Progenitorzellen auf beiden Seiten eine Menge an essenziellen Prozessen mit 
der Hilfe von molekularen Signalen. Im Normalzustand hat das Gefäßendothel eine 
non-adhäsive Oberfläche in Bezug auf die zirkulierenden Leukozyten und auf die Plätt-
chen, was zu einer Hemmung der Blutgerinnung führt. Als Reaktion auf bestimmte 
Stimuli ändert sich das Endothel jedoch schlagartig und lockt die Zellen zu verletztem 
oder infiziertem Gewebe. Das normale Endothel spielt auch eine wichtige Rolle bei der 
Regulation des Gefäßtonus durch die Produktion und Freisetzung von NO, was zur 
Relaxation der glatten Muskelzellen in den Gefäßwänden führt. In einer Vielzahl von 
Krankheitsstadien, inklusive Arteriosklerose, kann dysfunktionales Gefäßendothel zu 
einer erhöhten Leukozytenadhäsion, beeinträchtigten NO-Produktion und Gefäßrelaxa-
tion führen (Rosenzweig, 2003). 
Endothelzellen sind auch an der Formierung neuer Blutzellen entscheidend beteiligt. 
Diese neu entstandenen Gefäße haben eine nützliche Rolle beim Heilungsprozess an 
Wunden, ischämischen Gewebe oder Infarkten. Andererseits scheinen sie auch bei der 
Tumorprogression und Metastasierung und bei der Neovaskularisierung, die bei der 
diabetischen Retinopathie gesehen wurde, eine wichtige Rolle einzunehmen. Bis vor 
Kurzem war man der Auffassung, dass die Formierung neuer Gefäße bei Erwachsenen 
ausnahmslos durch die Extension ausgereifter existierender Blutgefäße und dem ihnen 
zugehörigen Endothel geschieht. Eine wachsende Zahl an Beweisen lässt nun vermu-
ten, dass endotheliale Progenitorzellen, die aus dem Knochenmark herleiten, im Blut 
zirkulieren und, zumindest in Tiermodellen, eine wichtige Rolle in der Formierung neuer 
Blutgefäße in diesen pathologischen Situationen spielen (Rosenzweig, 2003). 
Der lange Weg vom Knochenmark zum Gefäßendothel kann in drei Stadien eingeteilt 
werden. Als erstes werden die endothelialen Progenitorzellen mobilisiert und aus dem 
Knochenmark freigelassen. Es scheint, dass eine Menge an Zytokinen und Wachs-
tumsfaktoren diesen Schritt fördern. Nachfolgend bewegen sich die Zellen durch die 
Zirkulation und scheinen sich bevorzugt in Zonen mit geschädigtem Gewebe niederzu-
lassen. Schließlich werden einige endotheliale Progenitorzellen in neue Blutgefäße 
aufgenommen, die durch Extension von bereits existierenden Gefäßen (Angiogenese) 
oder möglicherweise in situ geformt werden (Vaskulogenese) (Rosenzweig, 2003). 
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Diese Prozesse können wichtige klinische Verwicklungen haben. Zunächst einmal 
können genetische oder aber auch erworbene Defekte während dieser Stadien die 
Bildung neuer Blutgefäße behindern und können daher zu einem erschwerten Hei-
lungsprozess bei den Patienten führen. Des Weiteren können endotheliale Progenitor-
zellen eine Möglichkeit zur therapeutischen Intervention darstellen, entweder durch 
Steigerung der Mobilisation, Migration, durch die Aufnahme von endogenen endothe-
lialen Progenitorzellen oder durch Transplantation von exogenen Zellpopulationen, die 
in vivo expandiert wurden. In Tiermodellen haben beide dieser Ansätze gute Ergebnis-
se gezeigt. Zusätzlich konnten klinische Studien demonstrieren, dass die Anzahl zirku-
lierender endothelialer Progenitorzellen durch die Behandlung mit Medikamenten wie 
Statinen signifikant gesteigert werden konnte (Rosenzweig, 2003). 
In einer Studie von Hill et al. 2003 wurden endotheliale Progenitorzellen in 45 Männern 
ohne kardiovaskuläre Erkrankungen untersucht. Wie auch in Studien mit Patienten mit 
bekannter kardiovaskulärer Vorerkrankung konnten die Autoren eine inverse Korrelati-
on zwischen der Anzahl zirkulierender endothelialer Progenitorzellen und den Risiko-
faktoren für kardiovaskuläre Erkrankungen feststellen (Hill et al., 2003). Die Zahl der 
endothelialen Progenitorzellen war weiterhin assoziiert mit der Brachialarterienreaktivi-
tät, einem Index der Endothelfunktion (NO Freisetzung), der noninvasiv gemessen 
werden kann. Es ist durchaus möglich, dass diese Assoziation einen normalen pa-
thophysiologischen Prozess widerspiegelt, eher als eine kausale Verbindung zwischen 
den Beobachtungen. Die Erklärung, die von den Autoren favorisiert wird, ist die faszi-
nierende Möglichkeit, dass endotheliale Progenitorzellen ihre endotheliale Funktion in 
reifen Blutgefäßen beibehalten und dass das Versagen dieser Funktion zu abnormaler 
Vasoreaktivität führen kann. Es scheint, dass endotheliale Progenitorzellen einen nütz-
lichen Index an kumulativen kardiovaskulären Risiken und vaskulären Funktionen be-
reitstellt (Rosenzweig, 2003). 
Diese Studien unterstützen die zunehmende Gewissheit, dass adulte Zellen und Ge-
webe wesentlich mehr Plastizität und Potential zur Regeneration haben als zuvor ver-
mutet. Wir müssen noch viel über die Funktionen der endothelialen Progenitorzellen 
lernen, nicht nur im Kontext von Krankheiten, sondern auch im Zusammenhang mit 
Gefäßhomöostase. Die Identifikation von spezifischen Markern für endotheliale Proge-
nitorzellen würde weitergehende Studien stark vereinfachen und könnte die wichtige 
funktionale Heterogenität in diesen Zellpopulationen betonen. Es steht noch aus, ob es 
möglich sein wird, diese endothelialen Progenitorzellen zur Steigerung der Bildung von 
neuen Blutgefäßen in der Wundheilung oder Ischämie, ohne die nachteiligen Konse-
quenzen der Neovaskularisation, zu benutzen. Bisher weiß man sehr wenig über die 
Verkehrssignale, die die zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen zu verletztem 
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Gewebe hin lenken, was deren Inkorporation in die neuen Gefäße bewirkt. Ein Ver-
ständnis dieser Prozesse, was eine weitergehende Forschung mit klinischen und 
Grundlagenstudien bedeutet, könnte uns wichtige Einblicke in die spezifische Gefäß-
formation bieten. Dieses Wissen wiederum könnte uns helfen, das regenerative Poten-
zial der endothelialen Progenitorzellen zu nutzen.  
6.4.2 Diskussion unserer Ergebnisse inklusive Histologie 
Nachdem das Setzen der Ischämie erprobt und die Ischämie charakterisiert worden 
war, wurde in einer weiteren Versuchsreihe eine Ischämie an einem der drei ektopen 
Lungenstücke in der Rückenhautkammer gesetzt, um unter diesen Gegebenheiten das 
Verhalten von endothelialen Progenitorzellen zu erforschen. Wie unter 4.10.5 be-
schrieben, wurde die Ischämie des Lungenstückes für eine Stunde hergestellt, dann 
eröffnet, und eine Stunde nach Reperfusion wurden intravenös die endothelialen Pro-
genitorzellen gespritzt. Die farblich markierten Stammzellen konnten im Rhodaminfilter 
des Intravitalmikroskopes sichtbar gemacht werden. Das Ergebnis der vorliegenden 
Studie war, dass sich ganz klar die Mehrheit der gespritzten Zellen in der ischämischen 
Lunge wieder fand. In den Kontrolllungen fanden sich wesentlich weniger endotheliale 
Progenitorzellen, und im Kammergewebe waren nur vereinzelte Stammzellen sichtbar. 
Fraglich ist, ob die Stammzellen auch ohne besondere Anreize vermehrt in das Lun-
gengewebe wandern. Möglicherweise bleiben sie dort - im Gegensatz zu den Muske-
larteriolen - in den Gefäßverzweigungen bevorzugt hängen. Es könnte aber auch sein, 
dass bestimmte Lockstoffe sie in die Lunge wandern lassen. Es muss also einen 
Grund dafür geben, warum die Zellen vermehrt in die Lungengefäße wandern. Wenn 
man nun die ischämischen und die nicht-ischämischen Lungenstücke miteinander ver-
gleicht, stellt man fest, dass in den ischämischen Lungenstücken signifikant mehr EPC 
vorhanden sind als in den Vergleichslungen. Diese Differenz lässt darauf schließen, 
dass die Ischämie oder die Manipulation, die wir durch die Ischämie verursacht haben, 
eine Rolle für das Homing der EPC spielt. Es ist sonst nicht zu erklären, weshalb in der 
geschädigten Lunge so viel mehr Stammzellen aufzufinden sind als in den Kontrolllun-
gen. Des Weiteren ist zu klären, wie das Homing funktioniert. Senden die geschädigten 
Lungengewebe Lockmittel? Was veranlasst die endothelialen Progenitorzellen dazu, 
zu der ischämischen Lunge zu wandern und/oder dort zu bleiben? Es wäre noch inte-
ressant zu wissen, ob dieses Phänomen bei Schäden jeglicher Art zutrifft oder aus-
schließlich nach Ischämie. Diese Hintergründe gilt es nun weiter zu erforschen. 
Wahrscheinlich ist die wichtigste Basis hierzu die „klassische“ Adhäsion von Zellen. 
Dabei dürften bestimmte Zytokine/sonstige Botenstoffe eine Rolle spielen, und be-
stimmte Adhäsionsmoleküle, welche das Anhaften „spezifischer“ Zellen in einem be-
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stimmten Areal bewirken. Auf diese Mechanismen und die potentiellen Zytokine und 
Adhäsionsmoleküle gehe ich im Folgenden ein.  
 
Abbildung 112: Das Schema stellt die potentielle Herkunft und die Differenzierung endothelialer Progeni-
torzellen von hämatopoetischen und nicht-hämatopoetischen Stammzellen dar (Urbich & Dimmeler, 2004). 
Früher war man überzeugt, dass die Differenzierung von mesodermalen Zellen hin zu 
Angioblasten und die nachfolgende endotheliale Differenzierung ausschließlich in der 
Embryonalentwicklung stattfinden (Urbich et al., 2004). Dieses Dogma wurde verlas-
sen, als in 1997 Asahara und Kollegen veröffentlichten, dass gereinigte CD34+ häma-
topoetische Progenitorzellen von Erwachsenen ex vivo zu einem endothelialen Phäno-
typ differenzieren können (Urbich et al., 2004). Diese Zellen wurden „endotheliale Pro-
genitorzellen“ (EPC) genannt, besaßen endotheliale Marker und verbanden sich in 
Neogefäßen an Orten von Ischämie. Die Identifikation und die Herkunft von endothelia-
len Progenitorzellen, die aus peripherem Blut isoliert werden, werden kontrovers disku-
tiert (Urbich et al., 2004). In peripheren Blutzellen gibt es verschiedene mögliche Quel-
len für endotheliale Zellen: (1) Die kleine Anzahl an hämatopoetischen Stammzellen, 
(2) Myeloidzellen, die zu Endothelialzellen differenzieren können, (3) andere zirkulie-
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rende Progenitorzellen und (4) zirkulierende ausgereifte Endothelialzellen, die von der 
Gefäßwand abgeschilfert sind (Mutin et al., 1999) und an die Kulturschale anheften 
(Urbich et al., 2004). 
Obwohl die Rolle von endothelialen Progenitorzellen bei der Neovaskularisierung über-
zeugend gezeigt werden konnte, bleibt die Frage: Wie steigern endotheliale Progeni-
torzellen die Neovaskularisierung (Urbich et al., 2004)? Die grundlegende Aufnahmera-
te von Progenitorzellen ohne Gewebstrauma ist sehr niedrig (Crosby et al., 2000b). In 
ischämischem Gewebe variiert die Aufnahmerate von genetisch markierten Knochen-
markszellen, die endotheliale Marker Proteine besitzen, von 0-90% (Jackson et al., 
2001; Lyden et al., 2001; Crosby et al., 2000a; Llevadot et al., 2001; Murayama et al., 
2002; Garcia-Barros et al., 2003; De Palma, Venneri, Roca, & Naldini, 2003). 
Die Applikation von verschiedenen hämatopoetischen Stammzellpopulationen und ex 
vivo expandierten endothelialen Progenitorzellen erhöhen die Neovaskularisierung von 
ischämischem Gewebe und steuern zur Re-Endothelialisierung nach Endothelverlet-
zungen bei. Diese Tatsache liefert neuartige Therapieoptionen. Die Anzahl an aufge-
nommenen Zellen mit einem endothelialen Phänotyp in ischämisches Gewebe ist ge-
nerell sehr niedrig. Wie kann also eine so kleine Zahl an Zellen die Neovaskularisation 
so sehr steigern? Eine mögliche Erklärung wäre, dass die Effizienz der Neovaskulari-
sierung nicht allein durch die Aufnahme von EPC in neu gebildeten Gefäßen beein-
flusst wird, sondern auch durch die Freisetzung von pro-angiogenen Faktoren durch 
parakrine Weise (Urbich et al., 2004). Die endothelialen Progenitorzellen verhalten sich 
eventuell ähnlich wie die Monozyten/Makrophagen, die die Arteriogenese durch das 
Bereitstellen von Zytokinen und Wachstumsfaktoren steigern können. In der Tat zeig-
ten EPC, die von verschiedenen Quellen kultiviert wurden, Wachstumsfaktoren wie 
VEGF, HGF und IGF-1 (Urbich et al., 2004). Die Feisetzung von Wachstumsfaktoren 
könnte wiederum den klassischen Prozess der Angiogenese beeinflussen, nicht nur die 
Proliferation und die Migration, sondern auch das Überleben von ausgereiften Endo-
thelzellen (Folkman, 1995a). Im Gegensatz dazu, konnte eine Applikation von 
Makrophagen, die dafür bekannt sind, Wachstumsfaktoren freizusetzen (Berse, Brown, 
Van de, Dvorak, & Senger, 1992; Polverini et al., 1977), und aber nicht in Gefäßstruk-
turen aufgenommen worden waren, nur einen kleinen Anstieg der Neovaskularisierung 
nach Ischämie induzieren. Dies deutet darauf hin - beweist aber nicht -, dass die Kapa-
zität von endothelialen Progenitorzellen zu Gefäßstrukturen beisteuern, zu ihrer Befä-
higung beiträgt, Neovaskularisierung zu steigern (Urbich et al., 2004). 
Verschiedene Studien zeigen, dass zirkulierende endotheliale Progenitorzellen, unab-
hängig von ihrer Herkunft, eine wichtige Funktion als endogener Reparaturmechanis-
 153 
mus ausüben, um die Integrität der endothelialen Monoschicht durch Austauschen von 
abgetragenen Teilen der Arterie zu erhalten (Urbich et al., 2004).  
 
Abbildung 113: Die Rolle von EPC in der Gefäßbiologie: Eine Injektion von EPC verbessert signifikant die 
Reendothelialisation und Neovaskularisation nach Verletzung (Urbich et al., 2004).  
Dadurch, dass endotheliale Progenitorzellen zur Re-Endothelialisierung und Neovasku-
larisierung beitragen, kann eine steigende Zahl dieser Zellen eine attraktives therapeu-
tisches Werkzeug sein (Urbich et al., 2004). 
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Abbildung 114: Der Homing- und Differenzierungsmechanismus von EPC: Die Rekrutierung und Aufnah-
me von EPC in ischämisches Gewebe erfordert einen koordinierten Prozess, der die Mobilisation, Chemo-
attraktion, Adhäsion, Transmigration, Migration, Gewebeinvasion und die in situ-Differenzierung beinhaltet. 
Die Faktoren, von den man ausgeht, dass sie die verschiedenen Schritte beeinflussen sind, sind aufge-
führt (Urbich et al., 2004).   
Physiologisch gesehen ist Ischämie das dominierende Signal, um die endothelialen 
Progenitorzellen vom Knochenmark zu mobilisieren. Man ist hierbei der Auffassung, 
dass Ischämie VEGF oder SDF-1 hochreguliert (Lee et al., 2000; Pillarisetti & Gupta, 
2001), die wiederum in die Zirkulation freigesetzt werden und selbst eine Mobilisation 
von Progenitorzellen vom Knochenmarkt via einem MMP-9 abhängigen Mechanismus 
bewirken (Takahashi et al., 1999; Gill et al., 2001a; Heissig et al., 2002; Shintani et al., 
2001a). 
Der initiale Schritt für das Wandern der Progenitorzellen hin zum ischämischen Gewe-
be involviert die Adhäsion von Progenitorzellen zu endothelialen Zellen. Diese ist akti-
viert durch Zytokine, Ischämie und die Transmigration von den Progenitorzellen durch 
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die endotheliale Zellmonoschicht (Springer, 1994b; Carlos & Harlan, 1994; Muller, 
2002). 
Durch die geringe Anzahl an zirkulierenden Progenitorzellen kommt der Chemoadhäsi-
on eine große Rolle zu, um eine angemessene Zahl an Progenitorzellen zu dem i-
schämischen oder verletzten Gewebe hin zu bewegen. Es konnte gezeigt werden, 
dass SDF-1 an der Rekrutierung der Progenitorzellen hin zu dem ischämischen Gewe-
be beteiligt ist (Yamaguchi et al., 2003). Einige Tage nach der Herbeiführung eines 
Myokardinfarkts waren die SDF-1-Proteinspiegel erhöht (Askari et al., 2003). Zudem 
bewirkte die verstärkte Ausschüttung von SDF-1 eine Erhöhung des Stammzell-
Homings und der Inkorporation in ischämisches Gewebe (Askari et al., 2003; Yamagu-
chi et al., 2003). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass hämatopoetische 
Stammzellen lediglich auf SDF-1 sensitiv waren und nicht auf G-CSF oder andere 
Chemokine (z.B. IL-8 und RANTES) reagierten (Wright, Bowman, Wagers, Butcher, & 
Weissman, 2002). Und außerdem steigt der VEGF-Spiegel während Ischämie und ist 
in der Lage, als ein chemotaktischer Faktor für EPC zu wirken (Lee et al., 2000; 
Shintani et al., 2001a; Kalka et al., 2000). Interessanterweise bestimmte die Migrati-
onskapazität von endothelialen Progenitorzellen oder Knochenmarkszellen gegenüber 
VEGF und SDF-1 die funktionale Besserung von Patienten nach Stammzelltherapie 
(Britten et al., 2003). Neben Genen, die direkt durch die Hypoxie hochreguliert werden, 
kann die Invasion von immunkompetenten Zellen zu dem ischämischen Gewebe weiter 
die Spiegel von verschiedenen Chemokinen innerhalb des ischämischen Gewebes 
erhöhen, wie zum Beispiel MCP-1 oder Interleukine, die die zirkulierenden Progenitor-
zellen anziehen können (Fujiyama et al., 2003).  
In der Rückenhautkammer in der vorliegenden Studie befindet sich das implantierte 
fremde Gewebe. Es sind dort nicht nur Prozesse der Angiogenese und Vaskulogenese 
vorhanden, sondern angiogene Effekte wie Entzündungsherde und Umbauherde, die in 
diesem Maße im übrigen Körper nicht zu finden sind. Daher kann man hier nicht von 
einem völlig stabilen Gewebe ausgehen, es handelt sich vielmehr um ein sehr dynami-
sches Gewebe. Aus diesem Grund erwarten wir keinen „Schwarz-Weiß-Effekt“, son-
dern zumindest auch ein paar vereinzelte - wenn aber signifikant weniger - endotheliale 
Progenitorzellen in den nicht ischämisierten Lungengewebearealen und in der gesam-
ten Kammer. Daher rührte die Idee, zum weiteren Vergleich die eigenen Organe der 
Maus wie zum Beispiel die Lunge später histologisch auf EPC zu untersuchen. 
Ein weiterer Diskussionspunkt: Für die hier verwendeten Versuchsmäuse wurden en-
dotheliale Progenitorzellen von Ratten verwendet. Dies hatte unterschiedliche Gründe. 
Zum einen sind endotheliale Progenitorzellen der Maus extrem schwierig zu züchten, 
da die Maus verhältnismäßig wenig Masse an Knochenmark und damit sehr wenige 
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Zellen hat. Zum anderen waren Stammzellen der Ratten bereits vorhanden. Diese hal-
ten sich extrem gut und sind äußerst stabil über 30-40 Generationen (Hamacher, 2007; 
Kahler et al., 2007). 
Für diese letzte Versuchsreihe zur Analyse des Stammzellverhaltens wurden Nackt-
mäuse BALB/c verwendet. Die Nacktmaus, auch athymische Maus genannt, ist ein 
genetischer Mutant der Hausmaus mit fehlendem Thymus. Der Phänotyp äußert sich 
durch ein Fehlen der Körperbehaarung. Der fehlende Thymus bewirkt nicht nur ein 
Ausbleiben der Körperbehaarung, sondern auch eine starke Verringerung der Anzahl 
an T-Lymphozyten. Im Thymus findet die Umwandlung von Thymozyten (Prä-T-
Lymphozyten) in T-Lymphozyten (T-Zellen) satt. Die Anzahl an B-Zellen bei den Lym-
phozyten ist in der Nacktmaus normal, während reife T-Lymphozyten fehlen (Sprent, 
1974). Durch den erheblichen Mangel an T-Lymphozyten ist das Immunsystem der 
Nacktmaus stark eingeschränkt, was sie zu einem idealen Wirt für homologe und xe-
nogene Transplantationen macht (Schueler, 1999). Hierbei gibt es keine vom Immun-
system induzierte Abstoßungsreaktion. Das Fehlen des Thymus bewirkt bei der 
Nacktmaus ein Ausbleiben der Produktion von Antikörpern, der zellvermittelten Im-
munantwort, der verzögerten Überempfindlichkeit, der Beseitigung von virulenten oder 
malignen Zellen und der Abstoßung von Fremdgewebe. Das schwache Immunsystem 
der Nacktmäuse verlangt eine spezielle Tierhaltung. Es sind eine besondere Nahrung, 
eine staubfreie Einstreu in möglichst keimfreier Umgebung, Temperaturen um 25°C 
und eine Luftfeuchtigkeit von 65% zur Haltung der Tiere notwendig. Die Nacktmäuse 
haben eine spontane Deletion im FOXN1-Gen (Fortmeyer & Bastert, 1977; Fortmeyer, 
1981).  
Das hier entwickelte Modell eignet sich also dafür, intravitalmikroskopisch das Homing 
von extrakorporal expandierten endothelialen Progenitorzellen zu studieren. Die 
Transmigrationsresultate legen nahe, dass dieser Prozess durch Kortikosteroide wie 
Dexamethason und durch Cyclooxygenase-Inhibition (NS398) wie auch durch Statine 
wie Simvastatin beeinflussbar ist, sowie dass für das Homing Faktoren wie VEGF, 
TNF, CXCL 12 (Stroma derived factor-1, SDF-1) eine Rolle spielen (Regelin et al., 
2007). Dieses Modell lässt sich nun weiter variieren. Wie die Kollegin Annika Ballasz 
dies durchführte, können weiterführende Studien zur Optimierung der Anzahl an 
Stammzellen und zur Ermittlung des optimalen Zeitpunktes für das Injizieren der 
Stammzellen nach der Ischämie durchgeführt werden. Auch wäre es interessant, das 
Verhalten der EPC (insbesondere das Homing) an anderen Schadensmodellen auszu-
probieren.  
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7 Aktuelle Studienlage und Perspektiven 
Früher war die in vivo-Mikroskopie zur Beobachtung des Leukozytenflusses in der 
Lungenmikrozirkulation in der Maus nicht möglich. Das lag an der kleinen Größe des 
Tieres und an der Bewegung der Lunge unter den kardiorespiratorischen Zyklen. Des-
halb war es nötig, ein neues Modell zu etablieren. Sowohl Sikora et al. wie auch wir 
benutzten ein Mausmodell und machten durch Transplantation von Lungengewebe in 
die Rückenhautkammer einer Maus die Lungenmikrozirkulation sichtbar. Durch die 
Verwendung von Intravitalmikroskopie und Histologie konnten wir feststellen, dass die 
Mikrogefäße des transplantierten Gewebes den Blutfluss wieder aufbauen, und dass 
das transplantierte Lungenallograft normale Lungengewebearchitektur besitzt. Das 
Lungenallograft baut einen Blutfluss auf, indem es mit den Kammergefäßen Kontakt 
aufnimmt. Bereits an Tag 3 erwecken die Blutgefäße in der Peripherie des Lungenal-
lograftes den Anschein, dass sie durch Verlängern, Kontakt mit dem Kammergewebe 
aufnehmen. Diese Untersuchungen legen nahe, dass die revaskularisierten Blutgefäße 
am ehesten ihren Ursprung in den transplantierten Lungenstücken haben. Die Lunge-
nallografte zeigen innerhalb von 5-9 Tagen ein klar definiertes Netzwerk der Lungen-
mikrogefäße, die je nach ihrem Verzweigungsmuster als Arteriolen, Kapillaren und Ve-
nolen erster, zweiter und dritter Ordnung klassifiziert werden können. Die Lungenmik-
rogefäße erschaffen einen direkten und kontinuierlichen Blutfluss, zum Beispiel von 
Arteriolen über die Kapillaren hin zu den Venolen. Außerdem konnte gezeigt werden, 
dass die wieder zusammengewachsenen Mikrogefäße der Lungenstücke auf Mediato-
ren wie Vasokonstriktor ET-1 und auf Zytokinaktivatoren mit Leukozyten-endothelialen-
Interaktionen reagierten. Es war zunächst denkbar, dass das Nutzen von Nacktmäusen 
möglicherweise den herbeigeführten Effekten von extravaskulären Stimuli schadet. 
Diese Vermutung wird jedoch von Sikora et al. durch die Beobachtung der ET-1-
induzierten Vasokonstriktion und des TNF-α-induzierten Leukozyten-Rolling und -
Adhäsion in den revaskularisierten Lungenmikrogefäßen ausgeräumt. Ein Teil der Leu-
kozyten, die die Kapillaren passieren, veränderten ihre Form. Die implantierten Lunge-
nallografte blieben laut Sikora et al. für einige Wochen lebensfähig (in unseren Versu-
chen wurden die Tiere nach Ablauf der Versuche spätestens nach 21 Tagen einge-
schläfert). Die Allografte demonstrieren die charakterischen Eigenschaften des norma-
len Lungengewebes. Dieses Modell eignet sich daher dafür, die Lungengefäße im 
Intravitalmikroskop sowohl unter akuten als auch unter chronischen experimentellen 
Konditionen sichtbar zu machen.  
 158 
Vorherige Studien mit transplantierten neonatalen Lungenallograften des Hamsters in 
der Hamsterwangentasche zeigten bereits, dass die revaskularisierten Mikrogefäße die 
mikrozirkulatorischen Funktionen der erwachsenen Lunge beibehalten (Davis, Joyner, 
& Gilmore, 1981; Shepard, Joyner, & Gilmore, 1987; Davis, Gilmore, & Joyner, 1981; 
Myers, Joyner, & Gilmore, 1988; Moore & Khairallah, 1976). Sikora et al. weiteten die-
se Beobachtungen mit ihren Versuchen aus, indem sie zeigten, dass Mikrogefäße in 
Mäuselungenallograften, obwohl sie in immunkomprimierte Mäuse implantiert sind, die 
Möglichkeit haben, auf externe Stimuli wie Zytokinstimulation (induziert Leukozyten-
Endothelialzell-Adhäsion) und auf vasoaktive Mediatoren (induziert Vasokonstriktion) 
zu reagieren. Zusätzlich sind die Ergebnisse der Scherraten, die Sikora et al. in den 
Lungenallograften maßen, vergleichbar mit denen, die von anderen Untersuchern im 
Lungenkreislauf gemessen wurden (Kuebler, Kuhnle, Groh, & Goetz, 1994; Kuhnle, 
Leipfinger, & Goetz, 1993b). 
Die Erklärung von Mechanismen, wie zirkulierende Leukozyten mit den Lungenmikro-
gefäßen interagieren und nachfolgend, während Episoden von Lungenentzündung in 
die Lunge wandern, erfordert das Sichtbarmachen von solchen Interaktionen in vivo.  
Mithilfe des Visualisierens von Leukozyten im systemischen Kreislauf durch das Intravi-
talmikroskop kann gezeigt werden, wie stark die Adhäsionsmoleküle eine initiale, aber 
reversible Adhäsion (Rolling) der zirkulierenden Leukozyten (inklusive der Eosinophi-
len) hin zu dem Gefäßendothel verursachen (Broide & Sriramarao, 2001; Springer, 
1994c; Butcher, 1991). Rollende Leukozyten sind bekannt dafür, als Antwort auf aktiva-
tionsabhängige Stimulation fest zu haften und bei Entzündung in extravasale Räume 
zu wandern (Springer, 1994c; Butcher, 1991). Dieses Paradigma der Leukozytenadhä-
sion, das nachfolgend Rolling, Adhäsion und Transmigration beinhaltet, ist soweit in 
der Lungenmikrozirkulation der Maus bisher noch nicht untersucht gewesen. Die Stu-
dien von Sikora et al. zeigen, dass Leukozyten in TNF-α-stimulierten Mikrogefäßen des 
Lungenstücks sehr effizient rollen und anheften. Diese Zunahme an Rolling und Adhä-
sion der Leukozyten wurde während TNF-induzierter Entzündung beobachtet. Studien 
mit neutralisierenden Antikörpern zeigen, dass Leukozyten-Rolling in Zytokin-
stimulierten postkapillären Venolen durch zweierlei vermittelt wird: Durch sowohl Leu-
kozyten (L-Selectin) als auch endotheliale Selektine (P-Selectin allein und in Kombina-
tion mit E-Selectin), mit kleinerem Beitrag von Leukozyt α4 Integrinen (Sikora et al., 
2003). Die Intravitalmikroskopie-Studien der Mäuselungenallografte von Sikora et al. 
erhärten die These, dass das Mehrstufenmodell der Leukozytenadhäsion, das sehr gut 
in Bezug auf den systematischen Kreislauf dokumentiert ist, auch auf den pulmonalen 
Kreislauf zutrifft. Im Lungenkreislauf findet das Leukozyten-Rolling und die -Adhäsion 
jedoch in beiden - Arteriolen und postkapillaren Venolen - statt, wohingegen im syste-
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mischen Kreislauf das Rolling lediglich in postkapillaren Venolen beobachtet wird 
(Sikora et al., 2003). Zusätzliche Erhärtung für die mehr-Stufen-Leukozyten-
Endothelial-Adhäsions-Kaskade in der Lungenmikrozirkulation findet man in einigen, 
jedoch nicht allen, Tiermodellen, die die Lungenmikrozirkulation visualisieren. Zum 
Beispiel konnte Leukozyten-Rolling und -Adhäsion in Venolen und Arteriolen normaler 
Lungen im Thoraxfenster („thoracic window“) bei Kaninchen gezeigt werden (Kuebler 
et al., 1994; Kuhnle, Leipfinger, & Goetz, 1993a). In einer Hundestudie, in der ebenfalls 
ein Thoraxfenster verwendet wurde, wurde bei den Leukozyten in den pulmonalen Ve-
nolen und Arteriolen ein Rolling, jedoch keine Adhäsion beobachtet, während in den 
Kapillaren die Leukozyten zum kurzzeitigen Stillstand kamen (Gebb et al., 1995). In 
einer gegensätzlichen Studie wurde Leukozytensequestration in den Lungenkapillaren 
bemerkt, während keine Anzeichen von Interaktion in Arteriolen und postkapillaren 
Venolen zu verzeichnen war (Lien et al., 1987b; Lien et al., 1990). Neuere Studien an 
Ratten, die isolierte, reperfundierte Lungen verwendeten, zeigten, dass Leukozyten 
erheblich mehr an Arteriolenwänden rollten als in Venolen (Yamaguchi et al., 1997). Im 
beschriebenen Mäuse-Lungenallograft-Modell nicht nur von Sikora et al. sondern auch 
von uns ist ein niedriger Grad an spontanem Leukozyten-Rolling und -Adhäsion in so-
wohl Arteriolen wie auch Venolen zu beobachten, was durch Stimuli wie Zytokine ge-
steigert werden kann. Dies macht das Lungenallograft zu einem hervorragenden Mo-
dell, um die Regulation der Leukozytenadhäsion in der Lunge zu untersuchen (Sikora 
et al., 2003). 
Mit dem Lungenallograftmodell lässt sich außerdem untersuchen, ob Leukozyten intra-
vaskulär bei ihrem Fluss durch die Kapillaren eine Formveränderung durchmachen. 
Die Ergebnisse von Sikora et al. zeigen, dass ein Teil der Leukozyten während der 
Passage durch das Kapillarbett einer Formveränderung unterliegt (verändern sich zu 
gestreckten oder gedehnten Formen), und dann als entweder lang gestreckte oder 
sphärische (die Zellen, die keine Formveränderung mitgemacht haben) in die postkapil-
laren Venolen weiterziehen. Bei dem TNF-α-Test von Sikora et al. vermochte TNF-α in 
der verwendeten Konzentration nicht die Anzahl der in Kapillaren hängen gebliebenen 
Leukozyten erhöhen. Dennoch gehen Sikora et al. davon aus, dass eine höhere Kon-
zentration von TNF-α oder aber die Anwesenheit von Zytokinen möglicherweise zu 
einer Zunahme von hängen bleibenden Leukozyten in den Kapillaren führen könnte. 
Kürzlich erschienene Intravitalmikroskopie-Studien an sowohl Tier- als auch Men-
schenlunge zeigten, dass voll dilatierte Kapillarsegmente einen durchschnittlichen 
Durchmesser von 7.5±2.3µm und eine durchschnittliche Länge von 14.4±5.8µm 
(Doerschuk et al., 1993) haben, ähnlich, wie Sikora et al. und wir in den Lungenal-
lograften beobachtet haben. Leukozyten, die die Lungenkapillaren durchqueren, kreu-
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zen zwischen 45 und 90 Kapillarsegmente (Hogg, 1987; Hogg, 1991), was ihnen aus-
reichend Gelegenheiten bieten würde, um auf Kapillaren zu treffen, die kleiner als ihr 
eigener Durchmesser sind (Doerschuk et al., 1993). Studien am Elektronenmikroskop 
haben gezeigt, dass sich aufgrund der kleineren Größe der Kapillaren im Vergleich zu 
den durchquerenden Leukozytenpopulationen die intravaskulären Leukozyten einer 
Formveränderung unterziehen und in lang gestreckte Zellen deformieren (Doerschuk et 
al., 1993). Die Möglichkeit der intravaskulären Leukozyten, sich einer Formverände-
rung zu unterziehen (deformieren/strecken), kann sie davor schützen, bei ihrem Weg 
durch das Kapillarbett hängen zu bleiben (Hanger et al., 1993). Überdies zeigen Intra-
vitalmikroskopie-Studien an einem Hunde-Thoraxfenster Modell, dass die Hälfte von 
polymorphonuklearen Leukozyten (PMNs) die Kapillaren passieren ohne anzuhalten, 
während die andere Hälfte ein oder mehrmals zum Stoppen kommt. (Heisig, 1968; Lien 
et al., 1987a; Lien et al., 1990; Martin, Wiggs, Lee, & Hogg, 1987b). Leukozyten dage-
gen wurden beobachtet, wie sie beim Fluss durch das Hundekapillarbett deformieren 
(Gebb et al., 1995). Außerdem stoppen Leukozyten in Mikrogefäßsegmenten des Hun-
des häufiger als in Gefäßeinmündungen und rollen entlang der Gefäßwände der Hun-
dearteriolen und Venolen. Interessanterweise waren die meisten der Leukozyten, die 
an den Hundearteriolen entlang rollten, sphärisch, während die Leukozyten, die die 
Hundekapillaren passierten, als lang gestreckte Zellen deformierten und in ihrer neuen 
Form in den Venolen weiterzogen, ähnlich wie wir das bei den Mauseleukozyten in den 
Mauselungenallograftgefäßen beobachten konnten (Sikora et al., 2003). Intravital-
mikroskopie-Studien der Mikrogefäße an der subpleuralen Oberfläche von Hunde- und 
Kaninchenlungen wie auch an der Mäuselunge in unseren und den Studien von Sikora 
et al. offenbaren, dass Leukozyten in allen drei Spezies mit erkennbarem Leukozyten-
Rolling in den Venolen und Arteriolen während ihrer Passage durch das Kapillarbett 
deformieren (Gebb et al., 1995; Heisig, 1968; Lien et al., 1987a; Lien et al., 1990; 
Martin et al., 1987b).  
Das Lungenallograftmodell der Maus bietet diverse Vorteile gegenüber dem Kanin-
chen- oder Hunde-Thoraxfenster Modell oder der ex vivo Beobachtung von isolierten 
perfundierten Rattenlungen. So ist zum Beispiel in dem Lungenallograftmodell eine 
direkte Visualisierung der Leukozyten in der Lungenzirkulation kontinuierlich möglich 
und ist nicht durch die Bewegung oder Form der Lungen während Atmung oder Venti-
lation eingeschränkt. Da genetisch entwickelte Mäuse, mit Mangel an Adhäsionsmole-
külen und Reagenzien, mit denen man Leukozyt-Endothelial-Interaktionen in der Maus 
studieren kann, verfügbar sind, ist es wichtig, Methoden zu entwickeln, die es erlauben, 
die Lungenmikrozirkulation in Mäusen zu visualisieren. Während die Implantation eines 
Thoraxfensters bereits vor längerer Zeit in größeren Tieren wie Hunden, Kaninchen 
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und Ratten etabliert wurde, wurde dies von Kübler et al. an bulb/c-Mäusen durchge-
führt. Dieser Versuchsaufbau hat den Vorteil, dass er geschlossene Thoraxbedingun-
gen und physiologische pleurale Drücke aufweist. Die Lunge kann hierbei in situ beo-
bachtet werden. Der Nachteil dieses Versuchaufbaus gegenüber der Rückenhaut-
kammer besteht in der respiratorischen Bewegung der beobachteten Lunge. Wohinge-
gen der Vorteil darin besteht, dass bei dem Thoraxfenster tatsächlich die Lunge in situ 
beobachtet werden kann, während bei unserem Versuch lediglich ektope Lungenstü-
cke angesehen werden können. Auch sind beim Thoraxfenster-Modell physiologische 
Drücke in der Lunge vorhanden, während in der Rückenhautkammer systemische Drü-
cke herrschen, was eine weiterer Nachteil der Rückenhautkammer ist.  
Die histologische Untersuchung der revaskularisierten Lungenallografte von Sikora et 
al. und auch die unsere zeigten zelluläre und morphologische Merkmale, die für die 
normale Mäuselunge typisch sind. Obwohl das Lungenallograftmodell in erster Linie 
entwickelt worden ist, um Leukozyten-Endothelial-Zellinteraktionen in Lungenmikroge-
fäßen zu studieren, sind einige Aspekte des physiologischen Umfeldes zwischen der 
transplantierten und der intakten Lunge anders. So empfängt die Lungenarterie zum 
Beispiel normalerweise desoxygeniertes Blut bei niedrigem systolischem Druck, wäh-
rend die Arteriolen in den Lungentransplantaten oxygeniertes Blut bei vorherrschen-
dem systemischem Druck erhalten. Des Weiteren ist das Gewebemilieu hinsichtlich der 
Umgebungssauerstoffspannung und dem mechanischen Stress, der mit Respiration 
assoziiert ist, vorrausichtlich in intakten Lungen und dem Lungenallograft ungleich. Die 
Leukozyten-Endothelial-Zellinteraktionen, die in den Lungenmikrogefäßen des Lunge-
nallograftes beobachtet werden (wie zum Beispiel Rolling in Arteriolen, Hängen bleiben 
in den Kapillaren, etc.), stehen im Kontrast zu denen, die in den umgebenden Kam-
mergefäßen in der Rückenhautkammer sichtbar sind. Dieses legt nahe, dass das Lun-
gentransplantat mehrere der hämodynamischen Eigenschaften einer intakten Lunge 
beibehält, anders als die umgebende systemische Mikrozirkulation. Makrophagen und 
Mastzellen nehmen während inflammatorischer Ereignisse eine wichtige Rolle ein, da 
sie verschiedene Mediatoren freilassen und so die lokalen endothelialen Eigenschaften 
verändern. Es besteht die Notwendigkeit, ihre Beteiligung in dem transplantierten Al-
lograft näher zu untersuchen. Dieses Modell ist in der Hinsicht einzigartig, als dass es 
die simultane Quantifizierung von Mikrohämodynamik und Leukozytenkinetik in den 
Mäuselungenarteriolen, -kapillaren und -venolen ermöglicht, indem es Fluoreszenz-
Intravitalmikroskopie und in vivo-Labeling der Leukozyten anwendet (Sikora et al., 
2003).  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Studien von Sikora et al. zeigen, dass 
die lokale Lungenentzündung, ausgelöst durch TNF-α, zu vermehrtem Leukozyten Rol-
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ling und Adhäsion, in sowohl Arteriolen als auch Venolen, des in der Rückenhautkam-
mer der Nacktmaus implantierten Lungenallograftes führt. Dieses Lungenallograftmo-
dell mit neonataler oder erwachsener Lunge wird es erleichtern, die Mechanismen von 
Leukozyten-Endothelial-Adhäsion in Lungenmikrogefäßen und die Formveränderung 
der Leukozyten im Kapillarbett zu identifizieren (Sikora et al., 2003). Außerdem stellt es 
eine Möglichkeit dar, die pulmonalen vaskulären Reaktionen auf vasoaktive Mediatoren 
mittels Intravitalmikroskopie visuell zu untersuchen (Sikora et al., 2003). Mithilfe dieses 
Modells wird es möglich sein festzustellen, wie einzelne Teilmengen von Leukozyten, 
inklusive Eosinophilen, Neutrophilen, Monozyten und T-Lymphozyten, während Episo-
den von Entzündung der Lunge die Mikrogefäße passieren. Überdies hat dieses 
Mausmodell den entscheidenden Vorteil gegenüber vorher beschriebenen Tiermodel-
len wie an Hunden, Kaninchen und Ratten, dass die Effekte von bestimmten Gen-
Deletionen (Knockout-Mäuse mit einem Fehlen an Adhäsionsmolekülen, Zytokinen, 
Chemokinen, usw.) ohne weiteres untersucht werden können (Sikora et al., 2003). 
Des Weiteren sind in dem vorgestellten Modell Vaskulogenese und Angiogenese sehr 
gut darstellbar. Die Vaskularität ist ein Faktor von sehr hoher Wichtigkeit und Relevanz: 
Zwei Drittel alle Lungenkrankheiten sind vaskulärer Natur.  
Ein Nachteil des Modells ist jedoch, dass nur eine zeitlich beschränkte Beobachtung 
von 10-14 Tagen möglich ist. Eine längerfristige Beobachtung der Gefäßreaktionen 
und auch der Stammzellen wäre sicherlich interessant. Das Rückenhautkammermodell 
hat starke klinische Relevanz. Es können in dem Modell z.B. Tumor, Wundheilung und 
Ischämie improvisiert werden. Unser Modell zur Untersuchung der Ischämie und des 
Verhalten von Stammzellen hat sich bewährt. Der Aufbau des Rückenhautkammermo-
dells an sich existierte bereits, jedoch konnte jetzt mit den Hypoxie-Hyperoxie-Serien 
der wichtigste Parameter von Lungengewebe für die ektopen Lungenstücke gezeigt 
werden. Dieses Modell lässt sich in Zukunft vielfältig ausbauen. Eine Möglichkeit wäre, 
Inhibitoren zu applizieren, wie z.B. Angiogeneseinhibitoren, inflammatorische Inhibito-
ren (AK CXCR-4, AK CXCR-12). Weiter könnte im Sinne einer Dosis-
Wirkungsbeziehung oder Zeit-Wirkungs-Beziehung der Einfluss der Ischämiezeit und 
der Dosis der gegebenen endothelialen Progenitorzellen auf die Ischämie untersucht 
werden. Auch könnten die Zeitpunkte der Stammzellgabe nach Ischämie variiert und 
miteinander verglichen werden. Des Weiteren kann das Homing moduliert werden, 
indem z.B. Rezeptoren geblockt oder die Stammzellen stimuliert werden.  
In vitro wurde von der Kollegin Theresa Knaupp bereits eine Modulation der Trans-
migrationsassays erreicht. Dies ist gegenwärtig in vivo noch durchzuführen.  
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